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RELEVANCIA DEL MICROAMBIENTE MEDULAR EN EL DESARROLLO DE LA LEUCEMIA 
LINFOBLÁSTICA AGUDA INFANTIL: PAPEL DE BMP4 
INTRODUCCIÓN 
La leucemia linfoblástica aguda es una enfermedad hematológica muy frecuente en edad 
infantil, que se origina por diversas alteraciones genéticas que alteran la capacidad de 
proliferación y diferenciación de los progenitores linfoides, contribuyendo a su acumulación 
en médula ósea. La clasificación de los pacientes en el momento del diagnóstico en 
diferentes grupos de riesgo de recaída ha permitido aumentar la tasa de supervivencia 
hasta un 90%; sin embargo, un 10-15% de ellos sigue recayendo en la enfermedad, lo que 
hace necesario el desarrollo de nuevas técnicas de diagnóstico y tratamiento 
1
. En este 
sentido, en los últimos años, además del estudio de las características de las células 
leucémicas, numerosos trabajos han centrado su interés en conocer las características del 
microambiente donde estas se asientan. En concreto, los estudios en la población de células 
madre mesenquimales (MSCs) en pacientes con enfermedades hematológicas han revelado 
alteraciones en su capacidad de proliferación, diferenciación y producción de citoquinas 
2-6
. 
Sin embargo, su función inmunosupresora, principal característica de estas células, apenas 
ha sido estudiada y en los escasos trabajos en que se ha analizado, los cambios observados 
han sido atribuidos a alteraciones dirigidas por las células tumorales para favorecer la 
progresión de la enfermedad 
5-7
. Asimismo, nuevos estudios muestran un comportamiento 
diferencial de las MSCs de los pacientes dependiente del riesgo de recaída que podría ser 
determinante en el pronóstico de la enfermedad 
8
. 
Las células NK son una población linfoide con capacidad para reconocer células tumorales o 
infectadas de manera directa y eliminarlas gracias a su maquinaria lítica. Producen además 
citoquinas y quimioquinas, promoviendo la activación de células de la inmunidad adaptativa 
9
. Estas propiedades han hecho que sean consideradas los principales agentes 
antitumorales del organismo. Sin embargo, en muchos tumores se ha descrito una 
capacidad funcional comprometida de las mismas haciéndolas incapaces de hacer frente a 
la transformación maligna 
10-12
. Así, las células tumorales han desarrollado diferentes 
estrategias para limitar la acción del sistema inmunitario que incluyen la producción de 
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factores inmunosupresores o la liberación al medio de los ligandos para los receptores de 
activación de las células NK 
13
. 
Las proteínas morfogenéticas óseas (BMPs) son una familia de factores de crecimiento 
perteneciente a la superfamilia de TGF-β, originalmente descubiertas por su capacidad para 
inducir la formación de hueso y cartílago pero que actualmente se sabe desempeñan 
múltiples funciones. Estas proteínas se secretan en forma de dímeros e interaccionan con 
diferente afinidad con complejos receptor heterotetraméricos formados por dos receptores 
tipo I (BMPRIA, BMPRIB, ActRIA) y dos receptores tipo II (BMPRII, ActRIIA, ActRIIB). Una vez 
unido el ligando al complejo receptor, los receptores tipo II con actividad quinasa 
constitutiva transfosforilan a los receptores tipo I, que a su vez fosforilan a las proteínas 
Smads reguladas por receptor (BR-Smad). Estas se unen a la proteína mediadora común 
Smad4 y forman un complejo que se transloca al núcleo donde regula la transcripción de los 
genes diana. La complejidad de la vía y su implicación en numerosos procesos biológicos ha 
determinado el desarrollo de diferentes mecanismos de regulación tanto extracelulares 
como intracelulares 
14, 15
. En lo referente a sus funciones biológicas estas proteínas 
desempeñan un papel fundamental en el mantenimiento de la homeostasis de diferentes 
tejidos y órganos, incluyendo la hematopoyesis 
16
. Son responsables junto a otros factores 
de la proliferación, diferenciación, migración y apoptosis de los precursores 
hematopoyéticos, así como de las células del sistema inmunitario 
17-22
. Asimismo, regulan la 
biología de los componentes celulares que forman el nicho medular 
16, 23
. Es por ello que no 
resulta extraña su implicación en el desarrollo y progresión de enfermedades incluyendo los 
procesos tumorales. En este sentido, la mayor parte de los estudios realizados en pacientes 
con neoplasias hematológicas han mostrado una expresión aberrante de los componentes 
de la vía que correlaciona con una menor supervivencia 
24-26
. Sin embargo, aún se 
desconoce el papel concreto que desempeñan estas alteraciones en la biología del tumor, 
habiéndose descrito efectos tanto pro- como antitumorales, que van a depender del tipo de 
tumor, su estadio y/o el desarrollo o no de recaídas. 
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OBJETIVOS 
Los objetivos del presente trabajo son: 
1. Analizar el comportamiento inmunomodulador de las células madre 
mesenquimales de pacientes de leucemia linfoblástica aguda en el momento del 
diagnóstico y a lo largo del tratamiento, en relación con la función de las células 
NK. 
2. Determinar los mecanismos que median esta función inmunomoduladora. 
3. Analizar en las MSCs la expresión de los componentes de la vía de señalización 
BMP así como la posible implicación en sus propiedades inmunomoduladoras. 
4. Analizar la expresión de los componentes de la vía de señalización BMP en las 
células leucémicas y su capacidad para modular la susceptibilidad de estas células 
a la lisis mediada por células NK. 
5. Estudiar la interacción de las células leucémicas con la población de células NK y 
evaluar las posibles alteraciones en la función antitumoral de estas últimas. 
6. Estudiar la interacción de las células leucémicas y la población de células NK. 
MATERIAL Y MÉTODOS 
Aspirados de médula ósea de pacientes pediátricos diagnosticados de leucemia linfoblástica 
aguda tipo B del Hospital Universitario del Niño Jesús fueron obtenidos en el momento del 
diagnóstico y a distintos tiempos a lo largo del tratamiento quimioterápico. El estudio fue 
aprobado por el Comité Ético de dicho hospital, tras consentimiento escrito informado de 
los padres/tutores. Se obtuvieron además muestras de pacientes pediátricos ya 
recuperados fuera de tratamiento y de donantes sanos. Las MSCs se aislaron en base a su 
capacidad para adherirse al plástico, a partir de células mononucleares de los aspirados. 
Posteriormente se cultivaron en medio específico y se determinó su fenotipo y capacidad 
de diferenciación osteogénica y adipogénica. Se usaron para estudios de citometría de flujo 
y producción de citoquinas y quimioquinas. 
Líneas leucémicas ya establecidas se usaron para estudios de proliferación, viabilidad y 
determinación de la expresión de diferentes moléculas mediante citometría de flujo y PCR 
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cuantitativa, tras cultivo con BMP4. Los estudios de PCR cuantitativa se realizaron también 
con muestras primarias de pacientes. 
La población de células NK CD56
dim
CD16
+
 se aisló usando el kit específico CD56
+
CD16
+
 NK 
Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotech, Auburn) a partir de células mononucleares obtenidas de 
buffy coats de donantes sanos del Centro de Transfusiones (Comunidad de Madrid, Spain). 
Se establecieron cocultivos con MSCs o células leucémicas para el análisis de su capacidad 
citotóxica, fenotipo y producción de citoquinas. Se cultivaron en presencia de IL12 
(10ng/ml) e IL15 (100ng/ml), adicionando, según el caso, alguno de los compuestos 
indicados: BMP4 (0,01 - 100ng/ml), DAPT (50µM), DMH1 (10µM), BMPRIA Fc (3µg/ml), NS-
398 (5µM), anti TGF-β1, 2, 3 (10µg/ml), Noggin (500ng/ml). 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Nuestros resultados muestran la capacidad de las MSCs, aisladas de los pacientes de los 
grupos de riesgo bajo/intermedio de recaída, de estimular la funcionalidad de las células 
NK, incluso por encima de la exhibida en condiciones control, induciendo su capacidad 
citotóxica, producción de citoquinas proinflamatorias y expresión de proteínas mediadoras 
de la lisis celular e inhibiendo la regulación negativa de los receptores de activación. Dicha 
capacidad inmunoestimuladora contrasta con la de MSCs de donantes sanos y pacientes del 
grupo de riesgo alto, con función inmunosupresora, y va reduciéndose a medida que se 
avanza en el tratamiento y recuperación de los pacientes. Esta incapacidad de las MSCs de 
los pacientes de inhibir la función de las células del sistema inmunitario también ha sido 
descrita en otros trabajos utilizando MSCs derivadas de pacientes con otras enfermedades 
hematológicas 
5, 6, 8, 27, 28
. Entre ellos destaca el trabajo de Wang y colaboradores donde 
observaron la capacidad de las MSCs de pacientes con síndrome mielodisplásico con bajo 
riesgo de recaída de estimular la actividad de células dendríticas 
8
. Así, nuestros resultados 
sugieren la posibilidad de un comportamiento inmunomodulador diferencial entre las MSCs 
de pacientes con riesgo bajo o intermedio de recaída en la enfermedad y las de pacientes 
con riesgo alto de recaída, que puede ser determinante en el diagnóstico y seguimiento de 
la enfermedad. 
La exposición de las MSCs de donantes sanos a células leucémicas de bajo riesgo indujo un 
comportamiento inmunoestimulador similar al de las MSCs de pacientes, mediada en parte 
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por una menor producción de TGF-β. Esta interacción célula tumoral: MSCs también ha sido 
analizada por otros grupos, encontrando alteraciones en la producción de factores solubles 
que se han interpretado como mecanismos desarrollados por el tumor para favorecer su 
propio desarrollo, sin analizar su función sobre las células del sistema inmunitario 
29-32
. 
Nuestros resultados muestran que las MSCs de los pacientes, además de reducir la 
producción de PGE2 y TGF-β, factores inhibidores de la capacidad funcional de las células 
NK 
33, 34
, incrementan la producción de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias y 
reducen la expresión de las moléculas inhibidoras PD-L1 y PD-L2. Resultados similares han 
sido observados por otros autores en MSCs aisladas de pacientes con síndrome 
mielodisplásico 
8, 27
. Asimismo aumentan la expresión de TLR4 y Jagged1, cambios asociados 
a un perfil inmunoestimulador de las MSCs capaz de hacer frente a la transformación 
maligna 
35, 36
. Por último encontramos un aumento en la producción de BMP4, ligando de la 
vía de señalización BMP cuya expresión se ha visto alterada en diferentes tumores pero del 
que aún no se sabe con certeza su papel en el desarrollo de este. Sin embargo, en nuestro 
modelo, este ligando podría estar implicado en la adquisición de las propiedades 
inmunoestimuladoras de las MSCs del nicho tumoral, si bien parece necesaria la presencia 
de otros factores. 
En lo referente al papel de la vía de señalización BMP en el desarrollo de la LLA, la 
activación exógena de la vía indujo una reducción en la capacidad proliferativa, sin alterar la 
viabilidad, exclusivamente en células leucémicas con bajo riesgo de recaída. Asimismo, los 
resultados demuestran que la presencia del ligando induce la expresión de los ligandos para 
los receptores NKG2D y NKp30 y que dicho incremento podría favorecer la acción lítica de 
las células NK, como han observado otros autores 
37
. El análisis de estos mismos ligandos en 
muestras primarias reveló una reducción en la expresión de B7H6, ligando de NKp30, en 
pacientes que habían recaído en la enfermedad con independencia de su grupo de riesgo, 
que correlacionaba con una menor supervivencia, lo que podría ser un factor pronóstico 
importante para la evolución de la enfermedad. Por otro lado observamos en estas mismas 
muestras una alteración en el perfil fenotípico de las células NK presentes en la médula 
ósea, que se tradujo en un menor grado de activación, concretamente en pacientes con 
peor pronóstico. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por otros grupos en 
estudios con pacientes con otras enfermedades hematológicas, que también observaron 
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una función comprometida de las células NK infiltrantes de tumor 
11, 38-40
. Asimismo, 
observamos una reducción en la expresión de BMPRIA, receptor de la vía de señalización 
BMP esencial para la funcionalidad de estas células 
21
. Finalmente comprobamos que estos 
cambios eran dependientes de las células leucémicas, dado que su presencia alteró el 
patrón fenotípico de las células NK que se tradujo en una menor capacidad funcional. 
CONCLUSIONES 
1. Las células madre mesenquimales aisladas de la médula ósea de pacientes de 
leucemia linfoblástica aguda con riesgo bajo/intermedio de recaída promueven la 
actividad citotóxica de las células NK estimulando su acción antitumoral. Por el 
contrario, las células aisladas de los pacientes con elevado riesgo de recaída 
presentan un comportamiento inmunosupresor similar al de las células de 
donantes sanos. 
 
2. Los mecanismos responsables del cambio en el comportamiento 
inmunomodulador de las MSCs de los pacientes de LLA de bajo/intermedio riesgo 
incluyen secreción diferencial de factores solubles como TGF-β y PGE2 y cambios 
en la expresión de TLRs y moléculas coestimuladoras (CD40, CD86) e inhibidoras 
(PDL-1, PDL-2). 
 
3. Los estudios longitudinales indican que estas propiedades inmunoestimuladoras 
de las MSC-LLA se atenúan progresivamente en correlación con la renovación de 
estas células en una médula ósea libre de leucemia. 
 
4. Las MSC de donantes sanos adoptan características inmunomoduladoras propias 
de las MSCs de los pacientes de LLA cuando son expuestas a células leucémicas. 
 
5. Las MSCs aisladas de los pacientes en el momento del diagnóstico producen 
niveles incrementados de BMP4, ligando que es responsable, junto con otros 
factores, de los cambios observados en la función inmunomoduladora. 
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6. La estimulación de la vía de señalización BMP reduce la capacidad proliferativa, sin 
alterar la viabilidad, de células leucémicas catalogadas de riesgo bajo de recaída. 
Asimismo, incrementa la susceptibilidad de dichas células a la lisis mediada por las 
células NK al aumentar los niveles de expresión de los ligandos MICB, ULBP3 y 
B7H6 para receptores de activación. 
 
7. Como consecuencia directa de la presencia de las células leucémicas, las células NK 
presentes en la médula ósea de pacientes de LLA de riesgo alto o que han recaído, 
presentan un patrón de expresión de receptores activadores e inhibidores que 
sugieren una menor funcionalidad de las mismas respecto al patrón exhibido por 
células NK de pacientes de bajo/intermedio riesgo. Concretamente, los bajos 
niveles de expresión del receptor activador NKp30 en las células NK de la médula 
ósea, junto con los niveles reducidos de su ligando B7H6 en las células leucémicas 
de estos pacientes, podrían ser relevantes para la evolución de la enfermedad. 
 
8. La señalización BMP autocrina, a través de BMPRIA, sería responsable de la 
funcionalidad de las células NK en la enfermedad. 
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RELEVANCE OF TUMOR MICROEMVIRONMENT IN THE DEVELOPMENT OF ACUTE 
LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA: ROLE OF BMP4. 
INTRODUCTION 
Acute lymphoblastic leukaemia is the most common childhood malignancy, caused by 
multiple factors. These factors, that include exogenous and endogenous exposures and 
genetic susceptibility, disrupt proliferation and differentiation ability of lymphoid 
precursors, which accumulate in bone marrow. Although risk-directed trials of 
chemotherapy have resulted in long-term event free survival rates of 90%, approximately 
10-15% of children relapse 
1
. In recent years, several reports have emphasized the 
importance of bone marrow microenvironment in the development of the disease. In 
particular, they have studied the characteristics of mesenchymal stem cells (MSCs), key 
components of the microenvironment involved in the maintenance of leukemic cells. These 
studies reported differences in proliferation and differentiation ability, cytokine production 
and, to a lesser extent, immunomodulatory activity, between MSCs isolated from patients 
with different hematopoietic disorders and healthy donors 
2-6
. However, in most cases, 
these alterations have been suggested to be directed by tumor cells for their own benefit 
5-
7
. Likewise, in a study with myelodysplastic syndrome patients, authors have found that 
MSCs from high-risk and low-risk patients exhibit differences in immunomodulatory 
capacities on DC maturation, which would be decisive in disease prognosis 
8
. 
NK cells are a subset of lymphoid cells, which constitutively express lytic machinery able to 
kill infected or tumor cells, and produce cytokines and chemokines that promote adaptive 
immune response 
9
. These cells are the major effector antitumor agents; however, their 
activity may be eluded by the tumor microenvironment 
10-12
. Thus, tumor cells can evade NK 
cell mediated antitumor activity by various mechanisms, mainly downregulation of NK cell 
activating receptors and upregulation of inhibitory receptors. Alternatively, they release 
soluble ligands for the activating NKG2D and NKp30 receptors 
13
. 
The bone morphogenetic proteins (BMPs) are secreted growth factors belonging to the 
TGF-β superfamily, originally described by their capacity to induce bone and cartilage 
formation. However, further studies have revealed their essential role during 
embryogenesis and adult development. BMP ligands bind to hetero-tetrameric complex 
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receptors composed by two type I receptors (BMPRIA, BMPRIB, ActRIA) and two type II 
receptors (BMPRII, ActRIIA, ActRIIB). Upon BMP binding, type II receptors, which have 
constitutive kinase activity, phosphorylate type I receptors. Then, BMP-receptor regulated 
Smad proteins (BR-Smad) are activated by these receptors and form complexes with the 
common Smad (Co-Smad, Smad4) that are translocated to the nucleus where they 
modulate the expression of several target genes, included ID and RUNX genes. The 
complexity of this signalling pathway and its implication in several biological features has 
determined the existence of a range of intracellular and extracellular regulators 
14, 15
. 
Concerning BMP functions, they are multifunctional factors involved in the homeostasis of a 
wide array of organs in the adult state, including hematopoietic system 
16
. They regulate, 
together with different factors, the proliferation, differentiation, migration and apoptosis of 
hematopoietic stem cells and immune cells 
17-22
. Moreover, they are implicated in the 
regulation of different components of the bone marrow microenvironment 
16, 23
. Therefore, 
it is not surprising its role in the development and progression of different diseases, 
including tumors. Several studies in hematopoietic malignancies have shown a correlation 
between overall-survival and aberrant expression of components of the BMP signalling 
pathway 
24-26
. However, the role of these ligands and receptors during disease progression 
is not clear, since they can function as tumor promoters or tumor suppressors depending 
on type, grade, stage and recurrence of tumors. 
OBJECTIVE 
The objective of the present work will be: 
1. To analyse the immunomodulatory function of MSCs derived from newly 
diagnosed acute lymphoblastic leukemic (ALL) patients on NK cells and the possible 
alterations on the mediators of these properties. 
2. To analyse the expression of the machinery for BMP signalling and its implication 
on the immunomodulatory properties of MSCs derived from ALL patients. 
3. To evaluate the importance of BMP signalling on the biology of leukemic cells and 
the strategies for immune evasion. 
4. To study the interaction between leukemic cells and NK cells and evaluate the 
possible alterations on the tumor activity of these cells. 
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MATERIALS AND METHODS 
Bone marrow samples were obtained from children diagnosed of ALL at diagnosis and at 
different times after initiation of therapy. The study was approved by the Ethic Committee 
of Clinical Research at Hospital Universitario del Niño Jesús and written informed consent 
was obtained from parents/tutors. Aspirates were also obtained from patients recovered 
without signs of disease and were out of therapy, and from children with no hematological 
disease. MSCs were isolated by the classical adhesion method and cultured and expanded 
in specific medium. Their phenotypic features and adipogenic and osteogenic ability were 
determined. They were analysed for the expression of different molecules and the 
production of cytokines and chemokines by flow cytometry and ELISA, respectively. 
Survival, proliferation ability and phenotype of BMP4 treated acute lymphoblastic leukemic 
cell lines were studied by flow cytometry and quantitative real time PCR. Primary human 
leukemic cells were also used for quantitative real time PCR analysis. 
Peripheral blood mononuclear cells were obtained from buffy coats of heathy donors 
(Centro de Transfusiones de la Comunidad de Madrid, Spain) by Ficoll-Paque density 
gradient centrifugation. CD56
dim
CD16
+
NK cell subset were isolated using the 
CD56+CD16+NK cell isolation kit (Miltenyi Biotech). NK cells were used in cocultures with 
MSCs from ALL patients and healthy donors, and with leukemic cell lines. They were 
coculture in media supplemented with IL12 (10ng/ml) and IL15 (100ng/ml) and their 
cytotoxic activity, phenotype and cytokine production were evaluated. Where indicated, 
the following factors were added: BMP4 (0,01 - 100ng/ml), DAPT (50µM), DMH1 (10µM), 
BMPRIA Fc (3µg/ml), NS-398 (5µM), anti TGF-β1, 2, 3 (10µg/ml), Noggin (500ng/ml). 
RESULTS AND DISCUSION 
Our results show the ability of MSCs derived from bone marrow of patients with 
low/intermediate risk acute lymphoblastic leukemia to promote NK cell cytotoxic activity, 
compared not only to NK cells cultured with MSCs derived from healthy donors, but also to 
those cultured alone. In accordance with this alteration, MSCs from those patients were 
able to increase IFNγ and TNFα production and granzyme and perforin expression, both 
proteins related to lytic activity. Moreover, these MSCs were not able to inhibit the 
Summary 
 
17 
expression of activation markers on NK cells. We also evaluated whether this 
immunomodulatory behaviour of MSCs derived from low/intermediate risk patients at 
diagnosis was maintained along the course of the disease. Although individual variability 
exists, MSCs from treated patients progressively recover the immunosuppressive capacities 
and MSCs obtained from patients out of treatment show similar immunosuppressive 
capacities to MSCs from healthy donors. On the other hand, MSCs obtained from patients 
with high-risk acute lymphoblastic leukemia showed an immunosuppressive capacity similar 
to that exhibited by MSCs from healthy patients. Therefore, our findings show a differential 
immunomodulatory behaviour of MSCs from low/intermediate risk patients and high-risk 
patients that may be relevant in the diagnosis and progression of the disease. Other studies 
have analysed the effect of MSCs from patients with different hematopoietic diseases on T 
cell function. The results obtained in those reports showed a poor or no ability of MSCs of 
patients to inhibit T cell proliferation, which correlated with similar expression of T cell 
activation markers in activated T cells cocultured with MSCs from patients and in activated 
T cells cultured alone. In all cases, T cell activation was higher than that exhibited by T cells 
cultured with MSCs from healthy donors 
5, 6, 8, 27, 28
. In fact, Wang et al have recently 
described a differential immunoregulatory role of MSCs derived from low-risk and high-risk 
myelodysplastic syndrome patients on DC maturation 
8
. 
The presence of leukemic cells induced an immunomodulatory behaviour on MSCs from 
healthy donors similar to that observed on MSCs from ALL patients and was mediated by a 
significant decrease on TGF-β production. These results are in agreement with other reports 
which showed changes in cytokine production by stromal cells after exposure to tumor 
cells. However, in all cases those changes were attributed to be mediated by tumor cells for 
their own maintenance and not as a mechanism of MSCs to face up the tumor development 
29-32
. 
In agreement, the fact that MSCs from ALL patients have an immunostimulatory behaviour 
was associated with a reduction of the mechanisms underlying the MSCs-mediated 
inhibitory effects. The changes included a significant decrease in the production of PGE2 
and TGF-β, soluble factors that mediated suppression of NK cell function 
33, 34
, an increase 
production in proinflammatory cytokines and chemokines and a reduced expression of PD-
L1 and PD-L2 on MSCs from ALL patients. Similar results have been described from MSCs 
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derived from patients with myelodysplastic syndrome 
8, 27
. Moreover, MSCs derived from 
patients increased TLR4 and Jagged1 expression, both associated with an 
immunostimulatory MSC1 phenotype with antitumor effects 
35, 36
. We also found an 
increase in BMP4 production in those MSCs that could be implicated in the alterations 
observed. Our results also showed the role of BMP signalling pathway on disease 
progression, since the exogenous activation of that pathway reduced the proliferation 
ability of low-risk leukemic cells. In addition, the presence of BMP4 ligand increased their 
susceptibility to NK cell-mediated antitumor activity through upregulation of NKG2D and 
NKp30 ligands. Recently, Schlegel et al showed in ALL patients that the up-regulation of 
NKG2D ligands increased the susceptibility of leukemic cells to NK cell mediated death 
37
. 
In addition, we evaluated the expression of those ligands on primary leukemic cells and 
found a reduction on B7H6, ligand for NKp30, in relapsed ALL patients, which correlated 
with a reduction in overall survival. Moreover, we found in patients with worse prognosis a 
reduced expression of activation markers as well as natural cytotoxicity receptors and 
increased levels of the inhibitory receptors in bone marrow NK cells. Similar results were 
observed by other authors in patients with chronic lymphocytic leukemia, acute myeloid 
leukemia and myelodysplastic syndrome 
11, 38-40
. Together with these changes, we observed 
a significant reduction of BMPRIA expression, a type I BMP receptor which mediates BMP 
signalling pathway, essential for optimal NK cell effector function 
21
. We also demonstrated 
that these alterations were mediated by leukemic cells, since their presence reduced NK 
cell function. 
CONCLUSIONS 
1. MSCs derived from low/intermediate risk ALL patients promote NK cell cytotoxic 
activity. On the other hand, MSCs obtained from patients with high risk ALL show an 
immunosuppressive capacity similar to that exhibited by MSCs from healthy donors. 
2. This immunosutimulatory behaviour is associated with alterations in the mechanisms 
underlying the MSCs-mediated inhibitory effects, which include the differential 
secretion of soluble factors (TGF-β and PGE2) and alterations in the expression profile 
of TLRs, costimulatory (CD40, CD86) and inhibitory (PD-L1, PD-L2) molecules. 
Summary 
 
19 
3. The immunostimulatory behaviour of MSCs from ALL patients is gradually attenuated in 
correlation with the absence of leukemic cells. 
4. The presence of leukemic cells induce an immunostimulatory behaviour on MSCs from 
healthy donors. 
5. MSCs obtained from ALL patients produce large amounts of BMP4 ligand, which is also 
responsible of the alterations observed. 
6. The exogenous activation of BMP signalling pathway reduce the proliferation ability of 
low-risk leukemic cells and increase their susceptibility to NK cell mediated death 
through upregulation of the NKG2D and NKp30 ligands, MICB, ULBP3 and B7H6. In 
correlation, these patients show a reduction of NKp30 ligand expression on leukemic 
cells. 
7. Autocrine BMP signalling pathway is responsible of NK cell functionality during disease 
progression. 
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1. LEUCEMIA LINFOBLÁSTICA AGUDA. 
1.1. Características generales. 
Según los últimos datos del Registro Nacional de Tumores Infantiles-Sociedad Española de 
Hematología y Oncología Pediátrica (RNTI-SEHOP-), las leucemias son las neoplasias que se 
diagnostican con mayor frecuencia en edad infantil, constituyendo un 26,3% de los casos de 
cáncer en esa edad. Dentro de ellas, la leucemia linfoblástica aguda (LLA) constituye el 
79,2% de los casos, siendo la enfermedad hematológica más frecuente en edad pediátrica. 
Aunque afecta también a personas en edad adulta, su pico de incidencia se encuentra entre 
los 2 y 5 años de edad, diagnosticándose en este periodo un 48% de los casos de LLA 
1
 
(Figura 1). 
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Figura 1: Clasificación de tumores infantiles. (A) Frecuencia de neoplasias más comunes en edad pediátrica. (B) 
Subtipos de leucemia más frecuentes en edad infantil. Datos tomados del Registro Nacional de Tumores Infantiles - 
Sociedad Española de Hematología y Oncología Pediátrica (RNTI-SEHOP). 
En la actualidad la tasa de supervivencia de los pacientes pediátricos afectados por esta 
enfermedad es del 90%; sin embargo, entre un 10 y un 15% de los pacientes siguen 
recayendo, lo que hace necesario el desarrollo de nuevas técnicas de diagnóstico así como 
nuevas terapias para reducir estos casos 
2
. 
1.2. Fisiopatología de la enfermedad. 
Como en otras neoplasias, también en la LLA la secuencia de acontecimientos que derivan 
en la transformación maligna de la célula es multifactorial. En el caso de la LLA estos 
eventos se producen durante la diferenciación de las estirpes linfoides T o B, 
incrementando la tasa proliferativa de los progenitores y favoreciendo la aparición de 
mutaciones espontáneas y de otras alteraciones citogenéticas que facilitan la 
transformación maligna. En concreto la leucemia linfoblástica aguda B (LLA-B) es una 
enfermedad heterogénea causada en un 75% por alteraciones genéticas primarias que 
incluyen hiperdiploidías (ganancia de al menos cinco cromosomas entre los que se 
encuentran el X, 4, 6, 10, 14, 17, 18, y 21), hipodiploidías (número de cromosomas inferior a 
44), translocaciones cromosómicas (translocación t(12;21)(p13;q22) que codifica para la 
proteína de fusión ETV6-RUNX1/TEL-AML1; la translocación t(1;19)(q23;p13) que codifica 
para la proteína TCF3-PBX1/E2A-PBX1 y la translocación t(9;22)(q34;q11) que codifica para 
la proteína BCR-ABL1) o reordenamientos en oncogenes. Junto con estas alteraciones 
numéricas y estructurales de los cromosomas coexisten y cooperan mutaciones en genes 
que incluyen genes supresores de tumores y del ciclo celular (TP53, CDKN), genes 
implicados en el desarrollo linfoide (PAX5, IKZF1), reguladores de la apoptosis (BTG1), 
receptores de glucocorticoides (NR3C1), receptores de citoquinas (JAK2) y genes de la vía 
de señalización de Ras (NRAS, KRAS) 
3, 4
 Igualmente, alteraciones epigenéticas contribuyen 
al desarrollo de la enfermedad, entre las que se incluyen la metilación del ADN o la 
modificación postraduccional de histonas 
5
 (Figura 2). Según los últimos estudios, los 
factores implicados en la etiología de la enfermedad incluyen, además de una 
predisposición genética, diferentes factores medioambientales de efecto leucemógeno e 
infecciones víricas o bacterianas
2
. Estos factores contribuirían a la aparición de alteraciones 
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citogenéticas en etapas tempranas del desarrollo linfoide, afectando a la capacidad de 
renovación de los progenitores. Seguidamente, estas mismas alteraciones o la aparición de 
otras secundarias llevarían a su arresto en etapas tempranas del desarrollo. Finalmente, 
alteraciones genéticas submicroscópicas en las diferentes vías antes mencionadas 
permitirían el desarrollo de la enfermedad (Figura 2). Todos estos cambios contribuirían a la 
aparición de la enfermedad, siendo responsables de la gran heterogeneidad de esta 
2, 4
. 
 
Figura 2: Fisiopatología de la leucemia linfoblástica aguda tipo B en el momento del diagnóstico y en las 
recaídas. Se muestran las alteraciones genéticas y citogenéticas más representativas y su relación con el desarrollo 
de la leucemia linfoblástica aguda (Modificado de Hunger et al 2015). 
1.3. Clínica, diagnóstico y estratificación de los pacientes: grupos de riesgo. 
La presentación clínica de la LLA incluye insuficiencia medular causada por la proliferación 
de los blastos leucémicos en la médula ósea, que se manifiesta en anemia, trombocitopenia 
y neutropenia. Otros síntomas habituales son la pérdida de apetito, fiebre, sensación de 
cansancio y fatiga, dolores musculares, articulares y óseos, hematomas y hemorragias 
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espontáneas. En algunos casos los pacientes pueden presentar infecciones así como 
adenopatías y hepatoesplenomegalia. Por otra parte, los síntomas derivados de la 
infiltración de otros tejidos y órganos son dolor e hinchazón de testículos; dolor óseo, 
somnolencia; y vómitos y dolores de cabeza derivados de la infiltración en sistema nervioso 
central. 
El diagnóstico preciso de la enfermedad se realiza mediante extracciones de sangre y 
aspirados de médula ósea para su análisis morfológico, fenotípico, citogenético y molecular. 
Se suele incluir una punción lumbar para descartar la infiltración en sistema nervioso 
central, así como radiografías para comprobar el tamaño del bazo, hígado y ganglios 
linfáticos. 
La identificación morfológica y fenotípica de la enfermedad se realiza mediante el empleo 
de técnicas de microscopía y citometría de flujo. La expresión de determinados marcadores 
en la membrana de las células leucémicas permite conocer su grado de diferenciación, algo 
de gran relevancia en el tratamiento de la enfermedad. Así según el estadio madurativo de 
los linfoblastos se establecen los siguientes tipos de LLA-B: pro-B, B común, pre-B y B 
maduro, siendo el más inmaduro el de mayor gravedad 
6
. 
El análisis genético permite la identificación de prácticamente el 100% de las anomalías 
citogenéticas de las células leucémicas. Muchas de estas alteraciones se asocian 
significativamente al pronóstico de la enfermedad por lo que son utilizadas en el 
establecimiento de los grupos de riesgo. Así, una alta hiperploidía y el gen de fusión ETV6-
RUNX1 son factores de pronóstico favorable mientras que una hipodiploidía y el 
reordenamiento MLL son factores predictores de un pronóstico peor asociado a alto riesgo 
de recaída 
7
. 
El incremento de la tasa de supervivencia de estos pacientes se debe al empleo de una 
terapia dirigida según el riesgo de recaída en la enfermedad, permitiendo administrar el 
tratamiento más adecuado y menos tóxico a cada paciente. Así, aquellos pacientes que han 
sido incluidos en el grupo de alto riesgo de recaída reciben un tratamiento más agresivo 
que aquellos que se catalogan en el grupo de riesgo bajo. 
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Los diferentes criterios empleados para estratificar los pacientes según el protocolo 
PETHEMA (Protocolo Español para Hemopatías Malignas)
8
 son la edad del paciente al 
diagnóstico, el número de leucocitos al diagnóstico, el inmunofenotipo de las células 
leucémicas, las alteraciones genéticas que presentan y la respuesta al tratamiento en 
función de la enfermedad mínima residual (EMR). Este último factor pronóstico hace 
referencia a la presencia de células leucémicas en aspirados de médula ósea donde no hay 
evidencias morfológicas de ellas. Para determinar la presencia de estas células se usan 
técnicas más sensibles como la citometría de flujo y la PCR cuantitativa. La EMR es un factor 
pronóstico muy importante puesto que permite identificar pacientes que, aun habiendo 
sido clasificados en el grupo de bajo riesgo, presentan una alta probabilidad de recaer en la 
enfermedad 
9
. 
En base a los factores pronósticos los pacientes se dividen en tres grupos de riesgo: bajo, 
intermedio o alto. Para que un paciente sea incluido en el grupo de riesgo alto debe cumplir 
al menos una de las características que se indica en la Tabla 1, mientras que los pacientes 
del grupo de riesgo bajo deben cumplir todos los criterios detallados. 
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Tabla 1: Criterios empleados para la clasificación de los pacientes en los diferentes grupos de riesgo, según el 
Protocolo Español para Hemopatías Malignas (PETHEMA). LLA, leucemia linfoblástica aguda; MO, médula ósea; 
EMR, enfermedad mínima residual. 
1.4. Recaída en la enfermedad. 
Las recaídas en la LLA constituyen la quinta enfermedad hematológica más común en niños. 
Suelen ocurrir en diferentes localizaciones, siendo las extramedulares (sistema nervioso 
central, testículos) de mejor pronóstico que las que ocurren de nuevo en médula ósea 
10
. 
El estudio de muestras de pacientes en el momento del diagnóstico y en la recaída de la 
enfermedad indica que, bien el clon leucémico ya estaba presente al diagnóstico aunque en 
menor proporción, o bien surge a causa de nuevas mutaciones durante el tratamiento. En 
este sentido, la quimioterapia eliminaría el clon dominante detectado al diagnóstico 
permitiendo el desarrollo del otro clon más resistente, pero además podría ser responsable 
de la adquisición de nuevas mutaciones que afectarían principalmente a genes reguladores 
del ciclo celular y del desarrollo linfoide, así como a otros responsables de la resistencia al 
tratamiento 
11-13
. 
Así, a pesar de la estratificación de los pacientes en los distintos grupos de riesgo en el 
momento del diagnóstico, un porcentaje importante de los que se incluyen en el grupo de 
riesgo bajo siguen recayendo. Es el caso del 20% de los pacientes con la translocación TEL-
AML1 de buen pronóstico, si bien estas recaídas suelen ser tardías, lo que se considera un 
factor favorable 
10, 14
. Por ello se hacen necesarios nuevos estudios que permitan clasificar 
de forma correcta a estos pacientes. Esta nueva estratificación tras la recaída se basa en el 
tiempo en que esta ocurre desde el diagnóstico, su localización y el inmunofenotipo de las 
células leucémicas, permitiendo administrar un tratamiento más intenso para combatir el 
nuevo clon leucémico. Generalmente este tratamiento incluye una intensificación en la 
quimioterapia acompañada de trasplante de médula ósea o de otras terapias como la 
infusión de células NK 
10
. 
1.5. Tratamiento de la enfermedad. 
El tratamiento de la enfermedad difiere entre los distintos grupos de riesgo en cuanto a su 
duración y número de fármacos administrados, siendo menos intenso en los pacientes 
catalogados de riesgo bajo respecto a los de riesgo alto. En todos ellos el tratamiento se 
 Introducción 
 
31 
divide en las mismas fases. Una primera fase de inducción en la que se busca eliminar el 
clon leucémico dominante y restaurar la hematopoiesis; una segunda fase de 
intensificación/consolidación para eliminar las células residuales; y una última fase de 
mantenimiento de dos años de duración. En el caso de pacientes de riesgo alto de recaída, 
se incluyen además fases de reinducción con diferentes fármacos. En general el tiempo de 
tratamiento es de 24 meses, periodo durante el cual se realizan aspirados de médula ósea 
al inicio de cada ciclo quimioterápico y cada seis meses durante la etapa de mantenimiento 
2, 8
. 
Para la profilaxis del sistema nervioso central se llevan a cabo desde el principio del 
tratamiento, punciones lumbares repetidas con quimioterapia intratecal, mejorando 
notablemente la supervivencia y reduciendo los efectos secundarios derivados de otros 
tratamientos como la radiación 
2, 8
. 
En casos con muy elevado riesgo de recaída o recaídas recurrentes se lleva a cabo, como 
hemos indicado anteriormente, el trasplante de médula ósea combinado con 
quimioterapia. Sin embargo, dada la gran variabilidad en la respuesta, son necesarios 
estudios adicionales para determinar su efectividad y los grupos de pacientes a los que 
dirigir este abordaje terapéutico 
15
. Asimismo, actualmente están en marcha numerosos 
ensayos clínicos con terapias alternativas, con el fin de mejorar la supervivencia de los 
pacientes de LLA hasta alcanzar el 100% y reducir los efectos secundarios de los 
tratamientos actuales 
16
. Estas terapias incluyen la infusión con linfocitos T y células NK 
modificados genéticamente, así como el tratamiento con anticuerpos monoclonales o con 
agentes epigenéticos y están mostrando una gran efectividad para el tratamiento de la 
enfermedad 
17-21
. 
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2. CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES: UN COMPONENTE FUNDAMENTAL DEL NICHO 
HEMATOPOYÉTICO. 
2.1. Características del nicho hematopoyético. 
Para poder comprender mejor el desarrollo y progresión de las enfermedades 
hematológicas no basta con conocer los cambios moleculares que acompañan a la 
transformación maligna de los diferentes progenitores hematopoyéticos. Así, los estudios 
más recientes se han centrado en conocer la implicación del microambiente medular en el 
desarrollo y progresión de la enfermedad, al ser éste el lugar donde las células leucémicas 
se asientan y proliferan. 
Algunos de estos trabajos han descrito cómo deficiencias en el receptor del ácido retinoico, 
la deleción de Dicer1 o la expresión forzada de β-catenina en diferentes componentes del 
nicho parecen ser suficientes para inducir un síndrome mielodisplásico o un proceso de 
leucemogénesis 
22-24
. Arranz y colaboradores demostraron que la eliminación de la 
inervación simpática reducía el número de células madre mesenquimales (MSCs) Nestina
+
 
provocando la expansión de los progenitores hematopoyéticos y la progresión de 
neoplasmas mieloproliferativos 
25
. Además recientemente, el grupo de Trumpp utilizando 
un modelo de ratón humanizado, demostraron que células primarias de pacientes con 
síndrome mielodisplásico reprograman las MSCs creando una unidad funcional recíproca 
blasto-estroma capaz de iniciar y propagar la patología hematológica 
26
. Por lo tanto, parece 
claro que el comportamiento del estroma medular puede resultar clave en la iniciación y 
evolución de la enfermedad 
27, 28
. 
El microambiente medular está formado por componentes celulares y no celulares que, en 
condiciones normales, contribuyen al mantenimiento de la homeostasis hematopoyética, 
manteniendo un equilibrio entre la capacidad de renovación de las células madre 
hematopoyéticas (HSCs), su diferenciación y quiescencia. La pérdida de este equilibrio 
contribuye a la progresión hacia una enfermedad hematológica. Este microambiente 
medular es lo que Schofield denominó nicho medular, haciendo referencia a la necesidad 
de la presencia de otros componentes en la médula ósea implicados en el mantenimiento 
de la homeostasis de los progenitores 
29
. 
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El nicho medular presenta dos compartimentos que interaccionan y cooperan entre sí en el 
mantenimiento de la homeostasis de las HSCs, los nichos osteoblástico y vascular. Durante 
muchos años se pensaba que dichos compartimentos se encontraban físicamente 
separados, ejerciendo cada uno de ellos funciones específicas. Sin embargo, gracias al 
desarrollo de nuevas técnicas de microscopía e imagen se ha podido comprobar la 
distribución e interacción de todos los componentes del nicho formando una única unidad 
reguladora encargada de controlar la hematopoyesis 
30-32
 (Figura 3). Entre los componentes 
celulares que constituyen el llamado nicho osteoblástico se encuentran los osteoblastos. 
Durante años se consideró a estas células como las encargadas del mantenimiento de HSCs 
quiescentes, mediante la producción de diferentes factores como angiopoietina 1 
33
 o la 
expresión del ligando de la vía Notch, Jagged 1 
34, 35
, la activación de la vía de señalización 
BMP2/4 a través del receptor BMPRIA 
36
 o la vía Wnt no canónica a través de Frizzled 8 y 
Flamingo 
37
. Sin embargo, estudios recientes no muestran una clara asociación entre los 
osteoblastos y los progenitores hematopoyéticos, de manera que los primeros no 
contribuirían de manera directa al mantenimiento de las HSCs, sino que jugarían un papel 
en el diferenciación de células B como sugieren los resultados obtenidos en ratones 
knockout condicionales Osterix-cre y Col2.3-cre 
32, 38, 39
. De esta forma, es posible que la 
región endosteal represente un microambiente óptimo para el mantenimiento de los 
progenitores linfoides donde los osteoblastos jugarían un papel central como lo hacen los 
macrófagos en el nicho eritroblástico 
32, 40
. Además de los osteoblastos, en el nicho 
endosteal están presentes otros tipos celulares como los osteoclastos y las células 
osteoprogenitoras. Serían precisamente estas últimas, según estudios recientes, las que 
tendrían un papel central en la función de nicho para los progenitores hematopoyéticos. 
En relación con el nicho vascular, los últimos estudios apuntan a que sería la vasculatura de 
la médula ósea próxima al endostio, la que ejercería un papel clave en el mantenimiento de 
los progenitores hematopoyéticos. Como se muestra en la Figura 3, cerca del endostio se 
pueden encontrar arteriolas y sinusoides vasculares, constituidos por diferentes 
componentes celulares, encargados selectivamente del mantenimiento de la quiescencia de 
los progenitores hematopoyéticos CD150
hi
Sca-1
hi
 o de la proliferación y diferenciación de 
los mismos, ahora ya con un fenotipo CD150
hi
Sca-1
lo
 
41
 (Figura 3). Células periarteriolares 
NG2
+
Nestina
bright
 con morfología de pericito y productoras de SCF y CXCL12 serían los 
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principales responsables del mantenimiento de la quiescencia de las HSCs. En este nicho 
además, células endoteliales, células de Schwann y fibras nerviosas simpáticas, 
contribuirían al mantenimiento de la quiescencia controlando, entre otros, la movilización 
de los progenitores 
42
. Por el contrario, en nichos perisinusoidales, más alejados del 
endostio, las células perivasculares LEPR
+
Nestina
dim
 de morfología reticular y que incluyen 
entre otras a las células madre mesenquimales, favorecerían la entrada de las HSCs en el 
ciclo celular para su proliferación y diferenciación 
32
. Owen y Friedenstein ya predijeron que 
la progresión en el programa genético de diferenciación del componente estromático de la 
médula ósea era tan compleja como la del componente hematopoyético 
43
. 25 años 
después y, a pesar de los avances recientes utilizando combinaciones de diferentes 
modelos genéticos, aún estamos lejos de conocer la organización jerárquica de todas estas 
células estromales de la médula ósea. 
 
Figura 3: Componentes del nicho medular. Progenitores hematopoyéticos quiescentes CD150hiSca-1hi se localizan 
en las proximidades de las arteriolas donde las células NG2+Nestinabright junto con células endoteliales, células de 
Schwamm y fibras nerviosas simpáticas permiten su mantenimiento. Progenitores activados CD150hiSca-1lo se 
encuentran próximos a la región perisinusoidal donde células LEPR+Nestinadim favorecen su entrada en el ciclo 
celular (Modificado de Boulais y Frenette, 2015). 
Así, el nicho medular está formado por diferentes células estromales que van a 
interaccionar entre sí y con las HSCs, mediante contactos célula–célula o a través de la 
producción de diferentes factores, para regular la hematopoyesis. La alteración en alguno 
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de los componentes, llevaría a un desequilibrio de la hematopoyesis y, en consecuencia, al 
desarrollo de enfermedad. 
2.2. Características de las células madre mesenquimales. 
Como se ha mencionado anteriormente, las MSCs son uno de los principales componentes 
del nicho medular, implicadas en el mantenimiento y regulación de la hematopoyesis 
44
. El 
término célula madre mesenquimal fue propuesto por Caplan en 1991 
45
 para hacer 
referencia a la población de células adherentes con capacidad para generar unidades 
formadoras de colonias de fibroblastos (CFU-F) y para diferenciarse a osteoblastos, que 
habían descrito Owen y Friedenstein años atrás en médula ósea de cobaya 
43
. 
Posteriormente diferentes grupos de investigación comprobaron que esta misma población 
heterogénea de células podía aislarse de otros tejidos como músculo esquelético 
46
, cordón 
umbilical 
47
, timo 
48
, líquido amniótico, placenta 
49
, tejido adiposo 
50
 o tejido nervioso 
51
. 
Independientemente de su origen, estas células en realidad son una entidad celular in vitro 
cuya equivalencia in vivo parecen ser células adherentes de la región perivascular del nicho 
42
. La gran cantidad de estudios que se desarrollaron a raíz de su descubrimiento, 
empleando células de origen distinto y métodos experimentales de aislamiento diferentes, 
dieron lugar a resultados contradictorios en cuanto a las características de estas células. Fue 
por ello que, en 2006, la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) estableció una 
serie de criterios mínimos que debían cumplir estas células. Así, independientemente de su 
origen, que parece conllevar diferencias en cuanto a su capacidad de proliferación y 
diferenciación 
52, 53
, todas ellas debían presentar una morfología fibroblastoide, con 
capacidad para adherirse al plástico. Debían tener un fenotipo caracterizado por la 
presencia, en al menos un 95% de la población, de marcadores poco específicos como 
CD29, CD73, CD90 o CD105, y la ausencia de otros marcadores hematopoyéticos como 
CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45 o HLA-II; y debían ser capaces de diferenciar a tres tipos 
celulares de origen mesodérmico: adipocitos, osteoblastos y condroblastos 
54
. Más tarde se 
confirmaría su capacidad para transdiferenciar a otras células de origen ectodérmico y 
endodérmico, incluyendo células endoteliales, cardiomiocitos, hepatocitos o neuronas 
55-59
. 
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2.3. Función inmunomoduladora de las células madre mesenquimales. 
Una característica principal de estas células es su capacidad inmunomoduladora, lo que 
junto a su capacidad de diferenciación a distintos tipos celulares ha hecho que sean 
consideradas como una herramienta muy útil en clínica. 
Diferentes trabajos han confirmado la capacidad de estas células para inhibir la función de 
las células del sistema inmunitario tanto innato como adaptativo 
60
. Dicho efecto estaría 
mediado por la producción de diferentes factores solubles como TGF-β1, PGE2 o HGF 
60, 61
 y 
por interacciones célula-célula entre las que destacan la vía de señalización Notch o la 
activación de la vía PD-1/PD-L1 
62-65
. 
El cómo se desencadena este efecto requiere aún mayor investigación, aunque estudios 
recientes indican una dependencia de la presencia de citoquinas proinflamatorias en el 
microambiente, principalmente de IFNγ y TNFα 
66, 67
. Dichas citoquinas inducen la expresión 
de MHC-II en la superficie de las MSCs 
60
 y activan la vía de señalización NF-κβ 
66
, además de 
regular la producción de otros factores como IL8 (CXCL8), CCL2 (MCP-1), CCL5 (RANTES), 
PGE2, IL6 o VEGF 
67
. 
Las MSCs pueden modular la función de las principales poblaciones celulares del sistema 
inmunitario incluyendo linfocitos T, linfocitos B, células dendríticas, macrófagos y células NK 
(Figura 4). 
Las MSCs aisladas tanto de médula ósea como de otros tejidos, son capaces de reducir 
significativamente la proliferación de los linfocitos T, tanto CD4
+
 como CD8
+
, de una manera 
dosis-dependiente 
61
. Sin embargo, este efecto no sólo compromete su proliferación, sino 
también su capacidad de diferenciación, capacidad citotóxica de los linfocitos T CD8
+ 
y 
producción de citoquinas 
68, 69
. La presencia de las MSCs en el cultivo reduce la producción 
de IFNγ por parte de los linfocitos T CD4
+
 activados y potencia la de IL10. Incrementa 
además la producción de otros factores antiinflamatorios como IL4 y reduce la de las 
citocinas proinflamatorios TNFα e IL6 
70
. Estos cambios, junto a su capacidad para inducir la 
generación de linfocitos T reguladores 
63, 69, 71
, serían responsables de su acción 
inmunosupresora. 
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Figura 4: Efectos inmunomoduladores de las MSCs sobre las diferentes poblaciones de células del sistema 
inmunitario. Las MSCs que se encuentran en el nicho hematopoyético producen factores solubles (azul) y 
establecen interacciones célula-célula (rojo) con los que modulan la respuesta de las células del sistema 
inmunitario. Reducen la proliferación y función de linfocitos T CD4+ y CD8+, linfocitos B, células NK y células 
dendríticas; mientras que estimulan la de linfocitos T reguladores. Además, inducen la producción de factores 
solubles que llevan a una respuesta inmunitaria del tipo Th2, bloqueando la respuesta Th1. 
También ejercen un efecto inmunosupresor sobre la población de células dendríticas, 
principales células presentadoras de antígeno, capaces de activar linfocitos T CD4
+
 naïve. En 
este sentido, se ha demostrado la capacidad de las MSCs para inhibir la diferenciación y 
maduración de las células dendríticas a partir de células CD34
+
 o de monocitos, dando lugar 
a células dendríticas inmaduras incapaces de llevar a cabo la activación de los linfocitos T 
72-
75
. La presencia de las MSCs en los cultivos reduce la capacidad de las células dendríticas de 
producir IL12, comprometiendo la estimulación de los linfocitos T. Diferentes moléculas 
solubles han sido propuestas como mediadores de este efecto inmunosupresor, entre ellas 
se incluyen M-CSF, IL-6 y principalmente PGE2 
73, 75
. 
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Los estudios relativos a la función de las MSCs sobre los macrófagos son muy escasos, a 
pesar de la importancia de estas células en el mantenimiento de la homeostasis tisular y 
defensa frente a infecciones. Los macrófagos, componentes de la inmunidad innata, 
pueden clasificarse en dos grupos en función de la respuesta inmunitaria que lleven a cabo. 
Se diferencian así en macrófagos de tipo M1, principalmente proinflamatorios y macrófagos 
M2, antiinflamatorios. La presencia de MSCs, aisladas tanto de humano como de ratón, 
induce la diferenciación de monocitos hacia macrófagos con un fenotipo similar a M2, que 
producen bajos niveles de TNFα e IL12 al tiempo que incrementan la secreción de IL10 
76, 77
. 
Respecto a su capacidad inmunomoduladora sobre los linfocitos B, los estudios publicados 
son muy escasos y generalmente contradictorios dada la gran variabilidad de condiciones 
experimentales empleadas. En este sentido, Corcione y colaboradores 
78
 concluyeron que 
las MSCs reducen la proliferación de los linfocitos B, mediante arresto en las fases G0/G1 del 
ciclo celular, además de inhibir su diferenciación a célula plasmática, su capacidad de 
producción de inmunoglobulinas y quimiotaxis. Dicha reducción estaría mediada tanto por 
la producción de los factores solubles IDO y PGE2 como por la activación del eje PD1-PDLs 
62, 79
. Esto ha permitido comenzar a hacer estudios del potencial terapéutico de estas células 
en el contexto de algunas enfermedades autoinmunes. 
El impacto inmunomodulador de las MSCs sobre la población de células NK será comentado 
posteriormente. 
En contraste a todo lo descrito anteriormente, es necesario hacer referencia a estudios 
recientes que indican que las propiedades inmunomoduladoras de estas células serían 
mucho más complejas, siendo capaces tanto de activar como de inhibir el sistema 
inmunitario. En este sentido, los resultados obtenidos por Waterman y colaboradores 
sugieren que las MSCs, al igual que otras células del sistema inmunitario como los 
macrófagos o los neutrófilos, pueden polarizar a dos fenotipos diferentes, MSC1 
proinflamatorio o MSC2 antiinflamatorio, en función de las señales que reciben del 
microambiente en que se encuentren. Esta polarización depende entre otros, de la 
activación de los receptores TLR3 y TLR4, que van a inducir cambios en su capacidad de 
diferenciación, migración, producción de diferentes citoquinas e interacción con 
poblaciones celulares como los linfocitos T 
80, 81
. En el contexto del cáncer, diferentes 
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grupos han descrito a las MSCs como células promotoras del crecimiento tumoral, mientras 
que otros hablan de su capacidad para reducirlo. Estas diferencias en su función 
dependerían del fenotipo predominante dentro de la población total de MSCs presente o 
que alcanza el tumor, donde las MSC2 favorecerían el crecimiento del tumor mientras que 
las MSC1 lo bloquearían 
81, 82
. 
2.4. Células madre mesenquimales en terapia celular. 
Gracias a las propiedades inmunomoduladoras descritas, así como a su fácil aislamiento y 
expansión ex vivo, su capacidad de diferenciación y transdiferenciación y su capacidad para 
migrar a las zonas de daño tisular, las MSCs se han convertido en una herramienta muy útil 
para su aplicación en clínica. En la actualidad se están desarrollando aproximadamente 
unos 500 ensayos clínicos, la mayor parte en fases I/II, para el uso de estas células en la 
terapia de diferentes enfermedades como la enfermedad injerto contra huésped (EICH) 
83, 
84
, enfermedades autoinmunes 
85, 86
, enfermedades neurológicas 
87
, enfermedades óseas 
88, 
89
, trasplantes 
90
 y enfermedades cardiovasculares 
91
. Su aplicación en terapia oncológica 
también está siendo estudiada dado su posible uso como vehículo terapéutico. 
Actualmente la terapia anticancerígena se basa en la administración de quimioterapia y 
radioterapia, combinada con nuevos agentes como anticuerpos monoclonales y vectores 
virales. Estas nuevas terapias, que resultan más efectivas y presentan menos efectos 
adversos que las drogas quimioterápicas, están presentado diversos problemas derivados 
de su corta vida media en circulación, su dificultad para alcanzar la zona de crecimiento 
tumoral y la respuesta inmunitaria del propio organismo contra ellas. Es por ello que cobra 
especial importancia el desarrollo de vehículos terapéuticos capaces de portar dichos 
vectores y anticuerpos hasta las regiones de crecimiento tumoral, evitando su 
extravasación a otros tejidos y la acción del sistema inmunitario del organismo. Apoyándose 
en el tropismo de las MSCs al tumor, en los últimos años se han publicado ya trabajos 
referentes al uso de las MSCs como vehículos de virus, drogas citotóxicas o citocinas contra 
células tumorales 
92-94
. Es fundamental completar estos estudios con nuevas investigaciones 
que clarifiquen el comportamiento de las MSCs sobre el crecimiento tumoral y desarrollar 
estrategias encaminadas a modificar su fenotipo inmunosupresor hacia un fenotipo MSC1 
antitumoral 
82
. 
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2.5. Células madre mesenquimales en las enfermedades hematológicas. 
Como se ha mencionado anteriormente el nicho hematopoyético, y más concretamente las 
MSCs, han sido objeto de estudio de múltiples trabajos dada su más que posible implicación 
en el desarrollo de enfermedades hematopoyéticas. En algunos de estos trabajos se ha 
confirmado la existencia de alteraciones genéticas en estas células, que bien podrían ser 
causa o consecuencia del desarrollo del clon preleucémico 
23, 95
. En este sentido, resultan 
especialmente interesantes los resultados obtenidos por Menéndez y colaboradores que 
encontraron la misma traslocación genética en blastos de LLA infantil y en células del 
estroma de los mismos pacientes, sugiriendo un origen común de ambas poblaciones 
96
. 
Por otro lado, distintos trabajos han confirmado diferencias de las MSCs de los pacientes en 
cuanto a su fenotipo, capacidad de proliferación y diferenciación y producción de 
citoquinas 
23, 27, 95, 97-107
. Así, se ha observado una menor capacidad proliferativa de las MSCs 
aisladas tanto de pacientes con síndrome mielodisplásico 
100, 103, 106
 como de mieloma 
múltiple 
98
 y de leucemia linfoblástica aguda 
101
. En el caso de la leucemia mieloide aguda, 
los resultados encontrados son contradictorios, habiéndose observado en un caso una 
reducción de la proliferación 
107
 mientras que en otro no se han encontrado alteraciones en 
comparación con MSCs de donantes sanos 
105
. 
Respecto a su capacidad de diferenciación, los mayores cambios se han encontrado en su 
capacidad de diferenciación osteogénica, que se ha visto reducida en MSCs aisladas de 
pacientes con leucemia mieloide aguda 
105
, síndrome mielodisplásico 
100, 103, 106
 y mieloma 
múltime 
98
. Por el contrario, en pacientes pediátricos de leucemia linfoblastica aguda y de 
síndrome mielodisplásico no se han observado esas mismas alteraciones, de ahí, entre otras 
cosas, que se considere una enfermedad diferente respecto a la de pacientes en edad 
adulta 
101, 108
. En el caso de desórdenes de origen mieloide, estas diferencias se han 
asociado a la ausencia de Dicer1 en las MSCs, lo que comprometería su capacidad de 
proliferación, diferenciación osteogénica e induciría su senescencia 
23, 106
. 
Igualmente se han observado alteraciones en la producción por las MSCs de diferentes 
citoquinas y quimioquinas, como es el aumento de IL6 en mieloma múltiple 
97, 109
 y en 
síndrome mielodisplásico 
108
 y que ha sido implicada en el crecimiento tumoral y la 
resistencia a terapia. Asimismo, cambios en la producción de las quimioquinas CCL2 (MCP-
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1) e IL8 (CXCL8) se han descrito principalmente en leucemia y su incremento también se ha 
considerado como un factor de mal pronóstico en muchas de ellas 
102, 105
. 
Además se han observado alteraciones en las vías de señalización Jagged1/Notch y 
CXCL12/CXCR4 en MSCs derivadas de pacientes de leucemia mieloide aguda 
27
, y en 
aquellas de pacientes de leucemia mieloide crónica se ha observado una mayor producción 
de la metaloproteasa MMP9 que favorecería la degradación de la matriz extracelular y la 
progresión de la enfermedad 
99
. 
Resultan mucho más escasos los estudios centrados en conocer las posibles diferencias en 
su capacidad inmunomoduladora. La mayor parte de los trabajos presentes en la literatura 
se han centrado en conocer su capacidad inmunosupresora sobre linfocitos T, dejando de 
lado el resto de poblaciones celulares del sistema inmunitario. Si bien en el caso de las 
MSCs aisladas de pacientes de leucemia linfoblástica aguda, se ha descrito una capacidad 
inmunomoduladora sobre PBMCs similar a aquella exhibida por MSCs procedentes de 
donantes sanos 
101
, los grupos de Arnulf y de Xishan demostraron que las MSCs derivadas 
de pacientes con mieloma múltiple o leucemia mieloide crónica 
97, 99
 carecían de esta 
capacidad inmunosupresora característica. En cualquier caso, estas alteraciones se han 
interpretado como cambios llevados a cabo por las células tumorales para favorecer el 
desarrollo del tumor, en lugar de un mecanismo activado por el organismo para frenar 
dicho crecimiento. 
Desde el pasado año, algunos trabajos sugieren ya un comportamiento diferencial de las 
MSCs aisladas de pacientes con enfermedades hematológicas con bajo riesgo de recaída 
respecto a aquellos de riesgo elevado. En estos estudios realizados principalmente en 
enfermedades de origen mieloide, se ha observado una menor capacidad de proliferación, 
diferenciación osteogénica y supervivencia así como una producción diferencial de 
angiopoietina-1, TGF-β y HGF en MSCs aisladas de pacientes con riesgo bajo de recaída en 
la enfermedad 
104, 110
. Por otra parte y en relación a estos resultados, Wang y colaboradores 
observaron un diferente comportamiento inmunomodulador sobre células dendríticas 
entre las MSCs aisladas de pacientes con síndrome mielodisplásico en función del riesgo de 
recaída 
111
. En conjunto, estos resultados sugieren que la caracterización 
inmunomoduladora de las MSCs de los pacientes en el momento del diagnóstico de la 
Introducción 
 
42 
enfermedad podría ser de gran importancia en la progresión de ésta pudiendo ser otro 
parámetro más a considerar como factor pronóstico de la enfermedad. 
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3. CÉLULAS NK. 
3.1. Características de las células NK. 
Las células NK fueron descritas por primera vez en 1975, cuando Herberman y 
colaboradores identificaron una población de células, tanto en humano como en ratón, con 
capacidad para eliminar células tumorales sin activación previa, a la que denominaron 
células asesinas naturales o natural killer cells 
112-114
. 
Estas células, integradas dentro de la familia de células linfoides innatas (ILCs) 
115
, 
constituyen una población de linfocitos con capacidad para lisar células transformadas o 
infectadas por virus de manera directa. Además, son también productoras de diferentes 
citoquinas relevantes tanto para la respuesta inflamatoria como en la interacción que 
establecen con otros tipos celulares del sistema inmunitario, principalmente células 
dendríticas y linfocitos T CD4
+
 
116-118
. Estas características funcionales, junto a la 
recientemente demostrada capacidad para llevar a cabo una respuesta más rápida y 
efectiva frente a infecciones secundarias, asi como su expansión clonal y prolongada, han 
hecho que las células NK sean consideradas una población celular tanto de la inmunidad 
innata como adaptativa 
119, 120
. 
En humano, las células NK vienen definidas por la ausencia del marcador de linfocitos T CD3 
y la presencia de los marcadores CD56 y NKp46 
121, 122
. En base a estos marcadores, 
históricamente se han diferenciado dos subpoblaciones: la subpoblación CD56
bright
, con 
mayores niveles de expresión de este marcador; y la subpoblación CD56
dim
, en las que la 
expresión del antígeno es menor y expresan además el receptor CD16 
122-125
. Junto a estas 
diferencias fenotípicas, presentan otras relativas a su función y localización. Así, las células 
CD56
dim
CD16
+
, con función principalmente citotóxica, se encuentran en sangre periférica, 
donde permanecen recirculando de manera continua hasta que, ante una señal 
determinada del microambiente, migran al lugar de la inflamación dirigidas por diferentes 
quimioquinas 
116, 117
. Por otro lado, las células CD56
bright
CD16
-
, que constituyen solo un 10% 
de las células NK presentes en el torrente sanguíneo, abundan en ganglios linfáticos y en 
órganos no linfoides como hígado, pulmón, bazo, páncreas y útero 
126
. Aunque presentan 
pequeñas diferencias funcionales en cuanto a su localización, estas células se caracterizan 
por su capacidad para producir niveles elevados de diferentes citoquinas proinflamatorias 
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como IFNγ y TNFα, y quimioquinas, que contribuyen a la activación de células de la 
inmunidad adaptativa antes mencionadas 
116, 117, 122, 124, 127
. Estudios recientes indican sin 
embargo que ambas funciones, capacidad citotóxica y producción de citocinas, no son 
exclusivas de las subpoblaciones de células NK CD56
dim
CD16
+
 y CD56
bright
CD16
-
 
respectivamente, sino que ambas subpoblaciones pueden llevar a cabo funciones citolíticas 
y funciones inmunomoduladoras pero con diferente efectividad 
128, 129
. 
Al igual que el resto de células hematopoyéticas, las células NK se diferencian en la médula 
ósea a partir de progenitores hematopoyéticos CD34
+
, pudiendo transcurrir algunas etapas 
de este proceso en localizaciones extramedulares como amígdala y ganglios linfáticos 
130, 
131
. Durante su diferenciación, estas células van adquiriendo un amplio repertorio de 
receptores activadores e inhibidores que les harán inmunocompetentes al tiempo que 
bloquean su capacidad autorreactiva. Los mecanismos que median este proceso conocido 
como educación o licensing aún no se conocen con certeza, si bien parece desempeñar un 
papel clave la interacción de los receptores inhibidores pertenecientes a la superfamilia de 
las inmunoglobulinas (KIRs) con moléculas MHC-I propias 
132, 133
. 
Junto a estos receptores inhibidores KIRs, que reconocen los antígenos leucocitarios 
humanos de clase I, HLA-A, -B, -C, se encuentra el receptor heteromérico CD94/NKG2A de 
la familia de las C-lectinas, cuya activación depende del reconocimiento de la molécula HLA 
no clásica, HLA-E. Ambos poseen en el dominio citoplasmático motivos ITIM (motivos de 
inhibición de inmunorreceptores basados en tirosina) que fosforilan las proteínas tirosín 
quinasas SHP-1 y SHP-2 e inhiben la actividad citotóxica 
134-136
. Esta señal inhibidora permite 
a las células NK bloquear su actividad lítica frente a células sanas, mediante el 
reconocimiento de las moléculas MHC-I que estas presentan en su superficie. 
Expresan además un amplio repertorio de receptores de activación, encargados de la 
transducción de señales necesarias para la lisis de las células diana y la producción de 
citoquinas. En humano, los receptores de activación más destacados son el receptor CD16, 
responsable de la citotoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC), los receptores 
citotóxicos naturales (NCRs) NKp30, NKp44 y NKp46, el heterodímero CD94/NKG2D y los 
receptores activadores KIR2DS y KIR3DS. Todos ellos, a excepción del receptor NKG2D, 
interaccionan con las proteínas de señalización DAP12, FcRγ o CD3ζ, que contienen motivos 
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ITAM (motivos de activación de inmunorreceptores basados en tirosina) que transmiten 
una señal activadora. La fosforilación de dichos motivos conlleva el reclutamiento de las 
proteínas tirosín-quinasas Syk y ZAP70, necesarias tanto para la actividad citotóxica como 
para la producción de citoquinas. Por su parte, el receptor NKG2D se asocia al adaptador 
DAP10, independiente de motivos ITAM, y señaliza a través de Grb2, PLCγ2, SLP76 y PI3K 
135, 136
. Los ligandos para estos receptores son diversas moléculas cuya expresión se ve 
incrementada en condiciones de estrés celular como infección, daño tisular o 
transformación tumoral 
125, 130
. Así, el receptor NKG2D reconoce como ligandos las 
moléculas MHC-I no clásicas MICA y MICB, y las proteínas de unión a UL16, ULBP1-4 
137
, 
cuya expresión se encuentra incrementada en algunos tumores 
138-141
. Los ligandos de los 
NCRs incluyen hemaglutininas y otros antígenos virales además de proteínas asociadas al 
shock térmico o a diferentes antígenos tumorales. Entre estos ligandos destaca la proteína 
B7H6, miembro de la familia B7, que interacciona con el receptor NKp30 y que únicamente 
se expresa en células tumorales, correlacionando en algunos casos con el pronóstico de la 
enfermedad 
142-144
. Finalmente, los receptores KIR activadores KIR2DS y KIR3DS reconocen, 
al igual que los inhibidores, moléculas HLA clásicas y no clásicas. Estos receptores son muy 
importantes en la eliminación de células transformadas, especialmente en aquellos 
tumores donde no hay una reducción en la expresión de dichos ligandos 
145
. 
Otros receptores y correceptores responsables de la activación de las células NK son DNAM-
1, NKp80 y 2B4 
146-148
. 
La actividad de las células NK va a depender de la recepción de señales inhibidoras y 
activadoras provenientes del microambiente en que se encuentren, estableciendo un 
equilibrio entre ambas, responsable del mantenimiento de su homeostasis. En condiciones 
normales, estas células permanecen inactivas gracias al predominio de las señales 
inhibidoras encargadas de controlar la respuesta al estímulo. Las células infectadas por 
virus y las células tumorales pueden perder la expresión de moléculas MHC-I al tiempo que 
regulan positivamente la expresión de ligandos para los receptores activadores modificando 
el balance de señales activadoras/inhibidoras y desencadenando entonces la activación de 
las células NK, que conlleva la producción de citoquinas y otros factores así como la lisis de 
la célula diana 
119
. 
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La citotoxicidad es un proceso altamente regulado que requiere del contacto directo entre 
las células NK y las células diana, dando lugar a una estructura tridimensional muy compleja 
y dinámica conocida como sinapsis inmunológica. La formación de esta sinapsis transcurre 
en varias etapas que van desde el reconocimiento y adhesión a la célula diana, hasta la 
liberación de los gránulos citotóxicos que contienen perforina, granzima y granulolisina en 
el citoplasma de estas. Ante la señal adecuada, la perforina induce la formación de poros en 
la membrana de las células diana, permitiendo la entrada de las serín-proteasas granzima y 
perforina, responsables de inducir la muerte celular mediante mecanismos dependientes e 
independientes de caspasas 
149-151
. La célula NK también puede reconocer a la célula diana a 
través del receptor Fc CD16 que se une a la región constante de las inmunoglogulinas 
presentes en la membrana de esta, desencadenando en este caso un proceso de 
citotoxicidad dependiente de anticuerpo 
152
. De manera alternativa, la muerte de las células 
diana puede estar mediada también a través de los receptores de muerte celular 
pertenecientes a la familia de TNF 
153-155
. Entre ellos destaca FasL, importante en la 
homeostasis de linfocitos T 
155
, y TRAIL, con función inmunosupresora e inmunoreguladora 
154
. 
En relación a la producción de factores solubles, las células NK activadas producen 
fundamentalmente IFNγ, pero también producen otras citoquinas proinflamatorias como 
TNFα, o inmunosupresoras como IL10, factores de crecimiento como GM-CSF, G-CSF e IL3 
así como diferentes quimioquinas como CCL2 (MCP1), CCL3 (MIP1α), CCL4 (MIP1β), CCL5 
(RANTES), XCL1, o IL8 (CXCL8) 
156
. 
3.2. Células NK en el contexto tumoral. 
En conjunto, estas propiedades exhibidas por las células NK han hecho que sean 
consideradas principales agentes antitumorales del organismo. Sin embargo, en muchos 
tumores se ha observado su incapacidad para hacer frente a la transformación maligna y el 
desarrollo de metástasis. 
En estudios realizados tanto en tumores sólidos como hematológicos se ha observado una 
función comprometida de las células NK infiltradas en el tumor, en oposición a las células 
NK de sangre periférica que son funcionalmente competentes. Así, en ratones 
trasplantados con células de linfoma se observó un incremento en la expresión de los 
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receptores CD160, PD-1 y CTLA-4 en las células que infiltraban el tumor 
157
. Del mismo 
modo, la expresión de PD-1 se encontró incrementada en células NK de pacientes con 
mieloma múltiple 
158
  
Esta diferencia en las células NK presentes en la zona del tumor se debe al desarrollo de 
diferentes estrategias que limitan la acción del sistema inmunológico 
159
 (Figura 5). La 
creación de un microambiente tumoral proinflamatorio por parte de las células tumorales, 
mediante la producción de diferentes factores y el reclutamiento de células del sistema 
inmunitario con función principalmente inmunosupresora, contribuye al bloqueo de la 
actividad de las células NK. Entre las células del sistema inmunitario presentes en este 
microambiente destacan los macrófagos asociados a tumor, los linfocitos T reguladores, las 
células dendríticas inmaduras y neutrófilos, que activan una respuesta inmunológica del 
tipo Th2, con la producción de factores inmunosupresores como TGF-β1, PGE2 e IDO, 
responsables de la reducción en la expresión de los receptores de activación de las células 
NK. En melanoma se ha observado una menor expresión de NKp30, NKp44 y NKG2D en las 
células NK dependiente de la presencia de IDO y PGE2 
160
; por el contrario, en 
neuroblastoma el responsable de esta reducción es TGF-β1 
161
. Dicha reducción, que 
también se ha observado en cáncer de pulmón 
162
, cáncer de próstata 
163
, cáncer de mama 
164
, síndromes mielodisplásicos 
165
, leucemia mieloide aguda 
166, 167
 o leucemia linfocítica 
crónica 
168
, puede estar mediada también por la liberación al medio de los ligandos para los 
diferentes receptores, bien directamente o a través de exosomas 
169-172
 o por su metilación, 
como se ha comprobado en leucemia mieloide aguda 
173
. Asimismo, se ha observado como 
las células tumorales son capaces de incrementar la expresión de moléculas HLA-I 
responsables de la función inhibidora de las células NK, para evadir la acción de estas 
174-176
. 
Resulta también muy importante para el desarrollo de la enfermedad el tipo de 
subpoblación de células NK predominante en el microambiente tumoral. En muchos tipos 
de cáncer, una mayor infiltración por parte de las células NK correlaciona con un mejor 
pronóstico de la enfermedad. Sin embargo, como hemos visto, en la mayoría de los casos 
estas células presentan deficiencias funcionales 
157
. Varios estudios confirman el 
incremento de células NK CD56
bright
 en tumor 
126
, si bien no se sabe con certeza si es debido 
a un crecimiento de esta población ya presente en el tejido o a su migración desde sangre 
periférica. El reclutamiento de estas células al microambiente tumoral depende de la 
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actividad de diferentes receptores de quimioquinas, principalmente CXCR3 y CX3CR1. Junto 
a ellos, recientemente Pachynski y colaboradores han identificado una nueva quimioquina 
denominada quemerina implicada en dicho reclutamiento 
177
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5: Estrategias desarrolladas por las células tumorales para evadir la acción de las células NK. Las células 
tumorales reducen la expresión en su superficie de los ligandos MICA/B y ULBPs, lo que lleva a una reducción de la 
función del receptor NKG2D de las células NK. Esta también se ve afectada por el incremento de los ligandos 
solubles. Igualmente, la presencia de B7H6 soluble, ligando para NKp30, afecta a la expresión de este. Asimismo, 
las células NK que infiltran el tumor incrementan la expresión del receptor PD-1. Por otro lado, el IFNγ liberado por 
las células NK incrementa la expresión de HLA-I en la superficie de las células tumorales, activando la función 
inhibitoria de las células NK. Este IFNγ induce además la producción de los factores solubles PGE2, IDO y TGF-β, que 
reducen la expresión de los receptores activadores de las células NK y reclutan células del sistema inmunitario que 
llevan una respuesta del tipo Th2. 
En conjunto, vemos la importancia del microambiente tumoral en el desarrollo y progresión 
de la enfermedad. Es por ello que, en la actualidad, la terapia contra el cáncer no se centra 
exclusivamente en eliminar las células transformadas, sino que también busca minimizar los 
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efectos inmunosupresores de factores y células presentes en el nicho 
157
. Para ello, además 
del desarrollo de nuevos fármacos quimioterápicos más eficaces y con menos efectos 
secundarios, se están desarrollando nuevas terapias para potenciar la actividad antitumoral 
natural del organismo. Estas técnicas, que se engloban bajo el término de inmunoterapia, 
buscan estimular el sistema inmunitario del organismo para hacer frente a la enfermedad. 
Dentro de ellas destacan las técnicas dirigidas a potenciar la actividad antitumoral de las 
células NK, especialmente en enfermedades hematológicas como leucemias y mieloma 
múltiple, y en otros tumores metastáticos. Incluyen la administración de anticuerpos 
monoclonales, vacunas contra el cáncer y administración de citoquinas que buscan 
incrementar la actividad de las células NK endógenas o exógenas tras trasplante 
hematopoyético 
157
. 
En la actualidad, son numerosos los ensayos clínicos destinados a conocer los efectos en el 
tratamiento con estas terapias en pacientes con diversos tipos de tumores. Los ensayos 
para la administración de citoquinas, que se están realizando principalmente en pacientes 
con melanoma metastático, aunque también en casos de carcinoma renal o cáncer de 
ovario, buscan determinar la dosis y vía de administración más adecuada para cada caso. En 
1984 se realizó el primer ensayo clínico para conocer los efectos de la administración de 
grandes dosis IL2 en pacientes con melanoma y carcinoma renal metastático. A pesar de los 
efectos beneficiosos respecto al crecimiento tumoral, los efectos secundarios tan 
perjudiciales derivados del tratamiento hicieron necesarios nuevos estudios. Actualmente, 
se encuentran en fase I/II diferentes ensayos clínicos para determinar los efectos de la 
administración de citoquinas como IL12, IL15, IFNα2b e IL21, que potencian la actividad 
antitumoral de las células NK 
178
. En este sentido, el trabajo publicado recientemente por 
Pérez-Martínez y colaboradores recoge los efectos derivados de la administración de 
células NK previamente estimuladas con IL15 tras trasplante haploidéntico de células 
madre, a pacientes pediátricos con tumores sólidos refractarios, abriendo una nueva puerta 
al tratamiento de estas enfermedades 
179
. 
3.3. Función inmunomoduladora de las MSCs sobre la población de células NK. 
Como hemos descrito en el apartado 2.3, las MSCs ejercen un efecto inmunosupresor sobre 
las diferentes poblaciones del sistema inmunitario, incluidas las células NK. Varios estudios 
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han confirmado la capacidad de las MSCs de reducir la proliferación de las células NK, 
especialmente de las que están activadas, por arresto en fase G0/G1 del ciclo celular. 
Asimismo inhiben su capacidad para producir diferentes citoquinas, principalmente TNFα e 
IFNγ, y su función citotóxica por regulación negativa de los receptores de activación NKp30, 
NKp44 y NKG2D 
180-182
. 
Estos cambios, según han confirmado varios estudios, están mediados por la acción 
sinérgica de diferentes factores solubles, principalmente PGE2, IDO y TGF-β 
180-182
. Además 
recientemente varioss trabajos han sugerido la implicación de los receptores TLR3 y TLR4 
en dicha interacción, aunque son necesarios nuevos estudios que lo confirmen 
183
. 
Esta interacción es especialmente importante en la terapia celular contra el cáncer. Como 
se ha descrito con anterioridad, la administración de MSCs resulta muy útil en el 
tratamiento de la enfermedad injerto contra huésped tras transplante hematopoyético; 
mientras que las células NK han resultado de gran utilidad para la eliminación de las células 
leucémicas. Sin embargo, el hecho de que las células NK puedan lisar a las MSCs 
dependiendo del grado de activación de las primeras y la presencia de moléculas HLA-I en 
las segundas 
184, 185
 hace que la administración de ambas de manera simultanea durante el 
tratamiento pueda reducir la efectividad del mismo, favoreciendo el desarrollo de EMR y, 
en consecuencia, la recaida en la enfermedad 
186, 187
. 
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4. PROTEÍNAS MORFOGENÉTICAS ÓSEAS. 
Las proteínas morfogenéticas óseas (BMPs) son un grupo de factores de crecimiento que 
fueron descubiertos en 1965 por Urist en extractos de hueso desmineralizado 
188
. 
Posteriormente se identificaron como factores implicados en la formación de tejido óseo y 
cartilaginoso 
189
. En la actualidad se sabe que son proteínas multifuncionales que, además 
de participar en la osteogénesis, adipogénesis y condrogénesis, desempeñan un papel muy 
importante en el desarrollo embrionario y están implicados además en el mantenimiento 
de la homeostasis de multitud de tejidos y órganos 
190-192
, incluida la hematopoyesis, como 
se explicará a continuación. 
Estas proteínas se engloban dentro de la superfamilia del Factor de Crecimiento 
Transformante Beta (TGF-β), constituyendo el subgrupo más numeroso con más de 20 
miembros identificados hasta la fecha en mamíferos. Junto a ellas, forman parte de esta 
superfamilia las activinas, inhibinas, proteínas TGF-β, Nodal, Miostatina y hormona anti-
Mulleriana 
192, 193
. Las BMPs se clasifican a su vez en los grupos que se enumeran a 
continuación, dependiendo de sus propiedades estructurales y funcionales: el grupo 
BMP2/4 formado por los miembros BMP2 y BMP4; el grupo BMP3 con BMP3 y BMP3b 
(GDF10); el grupo BMP5/6/7/8 también llamado grupo de la proteína osteogénica 1 (OP-1) 
formado por BMP5, BMP6, BMP7, BMP8a y BMP8b; el grupo de factores de crecimiento y 
diferenciación formado por GDF5/CDMP1/BMP14, GDF6/CDMP2/BMP13, 
GDF7/CDMP2/BMP12 y BMP15; y el grupo de BMP9/10 formado por BMP9 y BMP10 
192, 194
. 
Todas ellas presentan una distribución espacio-temporal y una actividad biológica diferente, 
que vienen determinadas por su disponibilidad a un tipo celular concreto más que por su 
nivel de expresión 
194, 195
. 
Las BMPs se sintetizan como precursores de gran tamaño, formados por unos 400-500 
aminoácidos, que constan de un péptido señal en la región N-terminal, responsable de 
dirigir la proteína hacia la vía de secreción; un pro-dominio encargado de su plegamiento y 
un péptido maduro en la región C-terminal. En su forma activa están formados por unos 50-
100 aminoácidos, con siete residuos cisteína de los cuales seis forman puentes disulfuro 
intramoleculares. El residuo de cisteína restante forma un enlace disulfuro intermolecular 
con otro polipéptido, dando lugar a dímeros. Las BMPs se secretan normalmente en forma 
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de homodímeros, aunque también aparecen en forma de heterodímeros cuya efectividad 
para activar la vía de señalización puede ser mayor que sus respectivos homodímeros 
192, 194, 
196-199
. 
4.1. Componentes de la vía de señalización BMP. 
Los ligandos BMP señalizan a través de complejos transmembrana heteroméricos formados 
por receptores serín-treonín quinasa de tipo I y de tipo II, que se encuentran en la superficie 
celular en forma de homo- o heterodímeros. Los ligandos pueden interaccionar con los 
receptores tipo I en ausencia de los receptores tipo II, pero para la transducción de la señal 
es necesaria la presencia de ambos 
193
. 
Tras producirse la interacción con el ligando, los receptores tipo II, que se encuentran 
activos de forma constitutiva, transfosforilan a los receptores tipo I, encargados de 
transducir la señal. Las proteínas BMP pueden activar diferentes vías de señalización, 
siendo la más conocida y estudiada la vía de señalización canónica dependiente de las 
proteínas Smad 
200
. Tras la fosforilación del receptor tipo I, éste recluta y fosforila a las 
proteínas específicas de BMP, Smad reguladas por receptor (BR-Smad), que forman 
complejos con la proteína Smad mediadora común (Co-Smad). Dichos complejos se 
traslocan al núcleo donde regulan la transcripción de diferentes genes a través de la 
interacción con factores de transcripción, co-activadores y co-represores 
193, 200
 (Figura 6). 
Los receptores tipo I y tipo II presentan una estructura similar, con un dominio extracelular 
corto, un único dominio transmembrana y un dominio intracelular donde se localiza el 
dominio serín-treonín quinasa. Se han identificado siete receptores tipo I dentro de la 
superfamilia TGF-β, que se clasifican en tres grupos diferentes en base a sus características 
estructurales y funcionales: el grupo BMPRI, formado por BMPRIA/ALK-3 y BMPRIB/ALK-6; 
el grupo ALK-1, formado por ActRLK1/ALK-1 y ActRIA/ALK-2; y el grupo TβRI, formado por 
ALK-4, ALK-5 y ALK-7. Entre ellos, los receptores BMPRIA/ALK-3, BMPRIB/ALK-6 y 
ActRIA/ALK-2 han sido identificados como responsables de la activación de las proteínas BR-
Smad en respuesta a los ligandos BMP. Estos receptores se expresan de manera diferente, 
siendo BMPRIA el que presenta un patrón de expresión más amplio, al contrario que 
BMPRIB cuya expresión se restringe a determinados tipos celulares 
193
. Las proteínas BMP 
presentan una mayor afinidad por los receptores tipo I, que son los que condicionan el tipo 
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de ligando que se une, si bien esta puede verse modificada por el receptor tipo II presente 
en el complejo. Así los receptores BMPRIA y BMPRIB interaccionan fundamentalmente con 
las proteínas del grupo BMP2/4, mientras que otros ligandos como BMP6 y BMP7 
interaccionan con ActRIA y, en menor medida, con BMPRIB 
193, 201
 (Figura 6). Respecto al 
grupo de receptores tipo II, se han identificado en mamífero tres receptores con 
estructuras similares: BMPRII, ActRIIA y ActRIIB, siendo el primero exclusivo para ligandos 
BMP, mientras que los otros dos interaccionan también con activinas y miostatina 
193, 202
. 
Ante la unión del ligando y la posterior fosforilación del receptor tipo I, se inicia la 
transducción de la señal que en el caso de la ruta canónica está mediada por las proteínas 
Smad. Se han identificado ocho proteínas Smad comunes para todos los componentes de la 
superfamilia TGF-β, que se clasifican en tres grupos: las Smad reguladas por receptor entre 
las que se encuentran las Smad1, Smad5 y Smad8 específicas de BMP y las Smad2 y Smad3 
que son activadas por TGF-β y activinas (AR-Smads); la Smad mediadora común Smad4 
compartida por ambas señales y las Smad inhibidoras Smad6 y Smad7, encargadas de la 
regulación de la vía (I-Smads) 
200
. 
Las BR-Smads son proteínas estructuralmente muy similares, de las que se desconocen 
diferencias funcionales. Presentan un dominio MH1 en la región N-terminal, encargado de 
su traslocación al núcleo e interacción con el ADN, y un dominio MH2 en la región C-
terminal que interacciona con el receptor y otras Smads, y participa en la transducción de la 
señal. En su forma inactiva ambos dominios se encuentran interaccionando entre sí, 
bloqueando la función de la proteína. La fosforilación llevada a cabo por el receptor tipo I 
sobre el dominio MH2 induce un cambio conformacional que permite la unión con la Co-
Smad formando un complejo que se transloca al núcleo para regular la transcripción de 
determinados genes 
193
. 
Entre los diferentes genes diana que se inducen a través de la vía de señalización canónica 
destacan los genes ID, expresados en multitud de tipos celulares y muy importantes en la 
regulación de las funciones biológicas llevadas a cabo por las proteínas BMP 
203, 204
. En 
mamíferos se han identificado cuatro genes ID (ID1-4) que interaccionan con los factores de 
transcripción HLH formando heterodímeros no funcionales e impidiendo su unión al ADN. 
Estas moléculas altamente conservadas están implicadas en multitud de procesos 
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biológicos, especialmente en el mantenimiento de la hematopoyesis donde son 
responsables del bloqueo de la diferenciación de los progenitores 
205
. 
Los factores de transcripción RUNX (RUNX1-3) son también genes diana de la vía de 
señalización BMP. Están implicados en diferentes procesos biológicos como hematopoyesis, 
angiogénesis y osteogénesis y además participan de forma activa en la transcripción de 
otros genes diana de dicha vía mediante la interacción con las proteínas BR-Smads 
206, 207
. 
Las proteínas BMP regulan además la transcripción de algunos microRNAs implicados en 
proliferación celular, diferenciación y desarrollo de determinados tejidos y órganos 
208
. 
Asimismo, los propios componentes de la via son genes diana, como es el caso de Smad6 y 
Smad7 que poseen en su región promotora elementos de respuesta a BMP (BREs), lo que 
indica la existencia de mecanismos intrínsecos de regulación de la señal inducida por los 
ligandos BMP 
209, 210
. 
Por otro lado, como se ha indicado anteriormente, los ligandos BMP pueden activar otras 
vías de señalización independientes de las proteínas Smad. En estas rutas no canónicas 
están implicadas diferentes proteínas MAPKs, como la proteína TAK1 que forma un 
complejo con la proteína TAB1 encargado de iniciar las rutas de señalización de las 
proteínas MAPK JNK, ERK y p38 entre otras, y cuya finalidad última sería la activación del 
factor de transcripción NF-κβ 
193, 200, 211
. Asimismo, la proteína TAK1 participa en la 
regulación de la activación de las BR-Smad, lo que indica la estrecha relación existente entre 
ambas vías 
212
. Adicionalmente, se ha observado que los ligandos BMP pueden señalizar 
además a través de las proteínas PI3K/AKT y GTPasas 
211
. Numerosos trabajos han tratado 
de identificar los mecanismos que median en la activación de una u otra vía de señalización. 
La interacción de los ligandos con receptores preformados presentes en la superficie celular 
o la inducción de la formación de nuevos complejos activarían la vía de señalización 
dependiente o independiente de Smad, respectivamente. Adicionalmente, la diferente 
afinidad que presentan los ligandos por los distintos complejos receptores también 
determinaría el tipo de ruta que se activa 
213, 214
. 
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4.2. Regulación de la vía de señalización BMP. 
El hecho de que la vía de señalización BMP esté implicada en múltiples procesos ha 
determinado el desarrollo de numerosos mecanismos de regulación tanto intracelulares 
como extracelulares 
194, 215
. A nivel extracelular existen varios antagonistas solubles que 
interaccionan con los ligandos BMP, bloqueando el sitio de unión al complejo receptor. 
Actualmente se han identificado más de 15 miembros que se han clasificado en tres 
subgrupos: el grupo Noggin/Chordin, Twisted Gastrulation y la familia Dan/Cerberus 
formada por Gremlin, Coco y Cerberus entre otros 
215-217
. Se secretan en forma de 
homodímeros y presentan diferente afinidad por los ligandos BMP, como es el caso de 
Noggin que interacciona con mayor afinidad con BMP2 y BMP4 en comparación con BMP7 
218
, al igual que sucede con Gremlin 
219
. La unión de estos antagonistas impide la activación 
de la vía, pudiendo algunos de ellos activar otras rutas de señalización como la vía 
Nodal/TGF-β o Sonic Hedgehog 
220
. Asimismo, pueden llevar a cabo acciones no antagónicas 
como ocurre con Noggin que favorecería la diferenciación osteogénica de las MSCs 
221
, 
Twisted Gastrulation que puede inducir la degradación de Chordin a través de su 
interacción con BMP1 
215
 o Coco, miembro de la familia Dan, que favorece la unión de TGF-
β1 a su receptor ALK-5 
222
 (Figura 6). Adicionalmente, la inhibición de la vía BMP a nivel 
extracelular puede deberse a la presencia de otros miembros de la superfamilia de TGF-β 
que compiten por unirse al receptor, como ocurre con Activina A que bloquea la unión de 
BMP6 y BMP9 con los receptores ActRIIa y ActRIIB 
223
. Asimismo, en los últimos años se han 
identificado numerosos miRNAs con función antagónica, responsables de la regulación de la 
transcripción de diferentes genes diana de la vía de señalización BMP 
217
. 
A nivel de membrana, la interacción del ligando con el complejo receptor se ve modulada 
tanto de manera positiva como negativa. Aunque la unión del ligando es suficiente para la 
transducción de la señal, existen diferentes co-receptores capaces de intensificarla. Es el 
caso de la familia de proteínas RGM, con RGMa, RGMb/DRAGON y RGMc/Hemojuvenila 
que amplifican la señal de los ligandos BMP2 y BMP4 por interacción con los receptores 
tipo I y tipo II 
224, 225
. Por otro lado, la proteína Endoglina presente en las células endoteliales 
es capaz de amplificar la respuesta a BMP2 y BMP7 entre otros ligandos de la superfamilia 
de TGF-β 
226
. En este mismo grupo de moduladores se ha incluido recientemente el 
receptor TGFβIII o betaglicano que amplifica la fosforilación de Smad1 en respuesta a 
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diferentes ligandos 
227
. A este nivel existen también reguladores negativos de la vía, como el 
pseudorreceptor BAMBI, estructuralmente muy similar a los receptores tipo I pero que 
carece del característico dominio intracelular. Este pseudorreceptor interacciona con los 
receptores de tipo I y II, bloqueando el sitio de unión e inhibiendo la respuesta a los 
diferentes ligandos 
228
. Adicionalmente existen otras proteínas tirosin-quinasa capaces de 
bloquear la transducción de la señal, como la proteína TrkC o Ror2, que bloquean los 
receptores tipo II y la interacción GDF5/BMPRIB respectivamente 
229, 230
 (Figura 6). 
Por último, las Smad inhibidoras Smad6 y Smad7, son responsables de la regulación 
negativa de la vía a nivel intracelular, actuando mediante diferentes mecanismos. Por un 
lado, interaccionan con los receptores tipo I ya activados impidiendo la fosforilación de las 
R-Smads 
231
 o bien compiten con la Co-Smad por la unión a las R-Smads 
232
. A nivel nuclear, 
impiden la formación de los complejos ADN-Smad al bloquear las secuencias de respuesta a 
Smads 
233
. Smad7 es capaz de inhibir tanto la ruta TGF-β/Activina como BMP; sin embargo, 
Smad6 es exclusiva de esta última 
234
. Asimismo, estas Smads pueden mediar en el bloqueo 
de la señalización BMP dependiente de Smurf1 y Smurf2. Estas son unas proteínas E3 
ubiquitin ligasa responsables de la poliubiquitinación de las Smad1 y Smad5 para su 
posterior degradación via proteasoma 
232, 235
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: Transducción de la señal BMP. Los ligandos BMP activados interaccionan con los complejos receptores 
induciendo la fosforilación de los receptores tipo I, a cargo de los receptores tipo II que se encuentran 
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consitutivamente activados. Se activan varias vías de transducción entre las que destaca la ruta canónica que 
señaliza a través de las proteínas Smads. Las BR-Smads son fosforiladas por los receptores tipo I y forman 
complejos con la Co-Smad, translocándose posteriormente al núcleo donde inducen la expresión de diferentes 
genes diana. Existen diferentes mecanismos destinados a la regulación de esta ruta de señalización, actuando a 
nivel extracelular a través de diferentes antagonistas, a nivel de membrana mediante co-represores o a nivel 
intracelular gracias a las I-Smads. 
4.3. Función de las proteínas morfogenéticas óseas. 
Como hemos mencionado al inicio de este apartado, las proteínas BMP se describieron 
como proteínas responsables de la formación de hueso y cartílago. En este sentido, varios 
trabajos han descrito su papel fundamental en la diferenciación osteogénica de células 
madre mesenquimales, induciendo la expresión de genes imprescindibles para este proceso 
como son Runx2 y Osterix 
192, 236
. Asimismo, tambien se ha comprobado su implicación en la 
diferenciación condrogénica y adipogénica de estos progenitores 
237, 238
. Entre los ligandos 
responsables de esta diferenciación destaca BMP2, cuya presencia es suficiente para llevar 
a cabo dicho proceso como han comprobado diferentes autores 
237-239
. Sin embargo la 
función de estas proteínas no se reduce exclusivamente a formación de hueso o cartílago, 
sino que presentan gran cantidad de actividades biológicas. Durante la embriogénesis de 
mamíferos, estos ligandos participan de manera activa en procesos esenciales como son la 
determinación de la asimetría derecha e izquierda, formación del mesodermo, patrón 
neural, desarrollo del esqueleto y extremidades, gametogénesis y organogénesis 
240
. En este 
sentido, estudios in vivo con modelos de ratón deficientes para los ligandos Bmp2 y/o Bmp4 
y para los receptores BmprIa y BmprII han confirmado la importancia de esta vía de 
señalización durante la gastrulación 
241-243
. 
Asimismo, son fundamentales en el mantenimiento de la homeostasis de diferentes 
órganos y sistemas tanto en fase embrionaria como adulta, regulando la proliferación, 
diferenciación y quimiotaxis de los distintos tipos celulares. En esta línea destaca u 
implicación en la regulación de la hematopoyesis, como se ha confirmado en varios trabajos 
244, 245
. 
La hematopoyesis embrionaria se inicia en pequeños agregados de células en el 
mesodermo esplenopleural asociado a la pared de la aorta y posteriormente en la región 
aorta-gónadas-mesonefros (AGM). La diferenciación hematopoyética de estos agregados 
celulares se demostró que estaba regulada por BMP4 responsable de su expansión y 
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mantenimiento de su multipotencialidad, originando el pool de células madre 
hematopoyéticas que darán lugar a la hematopoiesis adulta 
246, 247
. 
En edad adulta, las proteínas BMPs, junto a otras proteínas de la superfamilia TGF-β, están 
implicadas en el mantenimiento de la homeostasis de las HSCs, regulando su proliferación, 
diferenciación, migración y apoptosis. Esta regulación, sin embargo, está condicionada por 
diferentes factores como son el microambiente, la presencia de otros factores con 
funciones aditivas o inhibitorias, el grado de diferenciación celular, su concentración y su 
producción autocrina o paracrina 
248
. Así, el ligando BMP4 a concentraciones elevadas 
inhibe la proliferación y diferenciación de los progenitores hematopoyéticos, mientras que 
a dosis bajas induce su diferenciación 
249, 250
. 
Igualmente estas proteínas participan en etapas más avanzadas de la diferenciación de 
distintos linajes, así como en el estadio madurativo de las poblaciones de células 
sanguíneas. En esta línea, recientemente nuestro grupo ha descrito la implicación del 
ligando BMP4 en la homeostasis y activación de linfocitos T CD4
+
 naïve 
251
, ligando que 
también es responsable de la generación de linfocitos B a partir de precursores CD10
+
 de 
médula ósea 
252
. Por el contrario, el ligando BMP6 inhibe la proliferación de dichos 
progenitores, además de bloquear la proliferación y diferenciación de células B maduras 
253, 
254
. En cuanto a su importancia en la biología de células dendríticas, estudios realizados por 
nuestro grupo han permitido determinar el papel que desempeñan dichos ligandos en la 
supervivencia y maduración de estas células, así como en el mantenimiento de su 
capacidad funcional 
255
. Por último, en 2014, en colaboración con el grupo del Dr. Robson, 
nuestro grupo describió la importancia de la vía de señalización BMP2/4 autocrina en el 
mantenimiento de la capacidad proliferativa y funcional de las células NK 
256
. 
Sin embargo, la importancia de esta vía de señalización en el mantenimiento de la 
hematopoyesis no reside sólo en su acción directa sobre los progenitores o sobre las 
diferentes poblaciones de células maduras. También participa de forma activa regulando la 
biología de otros tipos celulares que constituyen el nicho hematopoyético y que, como 
hemos descrito anteriormente, son fundamentales para el correcto desarrollo de la 
hematopoyesis. En este sentido Zhang y colaboradores demostraron en 2003 que el 
bloqueo de la vía de señalización BMP2/4 por mutaciones en el gen que codifica para el 
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receptor BMPRIA, inducía un incremento en el tamaño del nicho medular y, en 
consecuencia, del número de HSCs presentes en el nicho 
36
. Posteriormente Goldman y 
colaboradores determinaron la expresión de BMP4 en las células endoteliales, osteoblastos 
y células de la región perivascular del estroma medular y comprobaron cómo su ausencia 
era responsable de una deficiencia en la hematopoyesis 
244
. Años más tarde Khurana y 
colaboradores demostraron la implicación de rutas no canónicas en el mantenimiento de 
las HSCs 
257
. Asimismo, comprobaron en ensayos in vivo que la administración del 
antagonista soluble Noggin incrementaba la producción de CXCL12 por parte de las células 
del estroma medular, especialmente los osteoblastos, favoreciendo la llegada y 
mantenimiento de las HSCs en la médula ósea 
257
. 
Adicionalmente estudios in vitro sobre la población de células madre mesenquimales han 
confirmado el papel fundamental de esta vía de señalización en el mantenimiento de la 
biología de estas células. Así, MSCs aisladas de médula ósea reducen su viabilidad y 
proliferación tras administración de dosis altas de BMP4 al cultivo 
258
, al igual que ocurre 
con la administración de BMP2 
259
. Sin embargo, la inhibición de la vía de BMP autocrina 
por el antagonista Noggin en cultivos libres de suero induce la muerte de las células vía 
caspasas 
260
. 
A tenor de lo expuesto anteriormente, es evidente la relevancia de la señalización BMP en 
multitud de procesos biológicos. Por ello, no es extraño que un gran número de patologías 
hayan sido asociadas a defectos en esta via de señalización, incluidos los procesos 
tumorales. Numerosos estudios han confirmado la expresión aberrante de estas proteínas o 
de sus antagonistas en diferentes tumores, si bien las consecuencias de dichas alteraciones 
en el desarrollo y progresión de la enfermedad aún no se conocen con certeza 
261
. 
4.4. Proteínas morfogenéticas óseas en el contexto tumoral. 
Los estudios para conocer la implicación de la vía de señalización BMP2/4 en el desarrollo 
de diferentes tumores se han multiplicado notablemente en los últimos años. Diferentes 
trabajos han buscado correlacionar las alteraciones en la vía con la predisposición a padecer 
determinados tipos de cáncer. Hasta el momento, sin embargo, no ha podido ser definido 
un comportamiento general pro- o antitumoral para estas moléculas que podría ser 
dependiente del tipo del tumor, su estadio o la recurrencia o no del mismo. 
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En la mayor parte de los tumores estudiados, tanto sólidos como hematológicos, se ha 
encontrado una expresión aberrante de diferentes ligandos BMP, que se ha relacionado con 
un mal pronóstico, favoreciendo la evolución de la enfermedad y, en consecuencia, 
reduciendo la supervivencia de los pacientes. En concreto, en diferentes tumores se ha 
descrito una correlación entre el incremento de los ligandos BMP2, BMP4 y BMP7 y un 
mayor riesgo de recaída 
262-266
. Por el contrario, otros trabajos obtienen una correlación 
positiva entre este incremento de la expresión de ligandos BMP y un mejor pronóstico de la 
enfermedad. En este sentido, un aumento de BMP6 por células plasmáticas de la médula 
ósea de pacientes con mieloma múltiple o el aumento de BMP2 y BMP4 en pacientes con 
histiocitoma o glioma de estadios de diferenciación avanzados, favorece la supervivencia 
267-269
. Finalmente también ha sido descrita la asociación entre niveles reducidos de 
BMP2/BMP4, la progresión de la enfermedad y una menor supervivencia en tumores de 
ovario, leucemia mieloide crónica y mama 
270-272
 (Anexo Tabla I). 
En cuanto a la repercusión de los cambios que acontecen en la expresión de los diferentes 
receptores BMPs en relación con la supervivencia de los pacientes, tampoco los resultados 
son concluyentes. Así, mientras que Dzietczenia y colaboradores describen una correlación 
entre niveles incrementados de los receptores BMPRIA, BMPRIB y BMPRII y una menor 
supervivencia en leucemia linfocítica crónica, estos mismos autores demuestran que niveles 
incrementados de estos receptores en leucemia aguda resulta en una mejor respuesta al 
tratamiento y menor riesgo de recaída 
273, 274
. Los estudios en diferentes tumores sólidos 
han revelado, como en el caso de los hematológicos, correlaciones tanto positivas como 
negativas entre los niveles de expresión de los diferentes receptores BMP y la supervivencia 
de los pacientes 
264, 275-281
 (Anexo Tabla II). 
Junto con estas alteraciones se han encontrado también cambios a nivel de la expresión de 
las proteínas transductoras de la señal BMP. En células mononucleares de médula ósea de 
pacientes con leucemia mieloide crónica se ha observado que el aumento de ligandos y 
receptores va acompañado de una reducción de las BR-Smads Smad 1 y Smad8, y de la Co-
Smad Smad4, lo que sugiere la activación de las rutas no canónicas para transducir la señal 
BMP 
265
. Igualmente, en cáncer colorrectal la reducción de la expresión de las proteínas BR-
Smads y Co-Smad, junto con los niveles incrementados de BMP4 observado en los 
pacientes, sugiere que éste puede estar activando rutas no canónicas 
282, 283
. Por el 
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contrario, en diferentes carcinomas, es el aumento en la expresión de estas proteínas Smad 
el que favorece la progresión de la enfermedad 
283-285
 (Anexo Tabla III). 
Finalmente, diferentes trabajos han analizado los niveles de expresión de los reguladores 
negativos de la vía, tanto extracelulares como intracelulares. Así, en leucemia mieloide 
crónica, además de todas las alteraciones descritas anteriormente, se ha observado un 
aumento de las I-Smads y del antagonista Gremlin en las células madre leucémicas (LSCs), 
que favorece su mantenimiento y la progresión de la enfermedad 
265
. En línea con estos 
resultados, también se ha encontrado en pacientes con cáncer de útero y gliomas un 
aumento de Gremlin que favorece la supervivencia de las células madre cancerígenas (CSCs) 
286, 287
. En carcinoma esofágico, por el contrario, el mantenimiento de esta población se ha 
asociado a una menor producción de Noggin 
288
 (Anexo Tabla IV). 
Paralelamente a estos estudios que describen cambios en los diferentes componentes de la 
vía de señalización BMP, se han desarrollado trabajos encaminados a dilucidar el papel de 
estos ligandos en la biología de la célula tumoral. De nuevo, como se recoge en la Figura 7, 
los resultados publicados son contradictorios. Mientras que la adición de BMP4 induce la 
proliferación en carcinoma hepatocelular y leucemia mieloide crónica 
265, 289
, en carcinoma 
colorrectal, glioma, linfomas, mieloma múltiple y algunas leucemias, reduce su tasa 
proliferativa 
290-294
. Una heterogenidad similar en los resultados obtenidos se pone de 
manifiesto en los datos relativos a los efectos de BMP4 en la viabilidad de las células 
tumorales, habiéndose descrito tanto efectos pro-apoptóticos como inductores de la 
supervivencia 
290, 293, 295-298
. En lo que concierne a sus efectos en diferenciación celular, si 
bien los resultados son escasos, en la mayoría de los tumores analizados la adición de BMP4 
exógeno induce diferenciación de la célula tumoral 
291, 292, 299, 300
. En migración, los efectos 
de la adición del ligando son principalmente protumorales en la mayor parte de los casos 
estudiados, favoreciendo la invasión y metastatización de otros tejidos 
289, 301-303
. 
En conjunto, estos estudios demuestran la implicación de la vía de señalización BMP en el 
desarrollo y progresión del proceso tumoral, si bien su efecto positivo o negativo necesita 
ser dilucidado con estudios sistemáticos que incluyan más datos clínicos como tipo de 
tumor o estadio del mismo y el tipo de célula, tumoral o del microambiente, responsable de 
los cambios observados. 
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Figura 7: Implicación de los diferentes componentes de la vía de señalización BMP en la biología del tumor. En 
rojo se indica el porcentaje de estudios que describen efectos protumorales y en verde el porcentaje de estudios que 
describen efectos antitumorales sobre la proliferación, viabilidad, migración, angiogénesis y diferenciación de 
células de tumores sólidos y hematológicos (Ver Anexo II). 
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Hasta el momento, diferentes trabajos han estudiado la implicación de las células madre 
mesenquimales, principales componentes del nicho medular, en el desarrollo de 
enfermedades hematológicas, confirmando diferencias de las MSCs de los pacientes en 
cuanto a su fenotipo, capacidad de proliferación y diferenciación y producción de 
citoquinas. Resultan, sin embargo, mucho más escasos los estudios dirigidos a conocer las 
posibles diferencias en la capacidad inmunomoduladora de estas células, centrándose 
además los escasos trabajos publicados en conocer sus efectos sobre linfocitos T, sin 
analizar otras poblaciones celulares del sistema inmunitario relevantes en la función 
antitumoral. 
Asimismo, aunque cada vez es más evidente la implicación de la vía de señalización BMP en 
el desarrollo de diferentes tumores, la descripción de efectos tanto protumorales como 
antitumorales hace necesario un análisis más exhaustivo de su función. 
Por tanto, el objetivo global del presente trabajo será analizar el comportamiento 
inmunomodulador de la población de células madre mesenquimales del estroma medular, 
así como el papel de la proteína BMP4 en el desarrollo de la leucemia linfoblástica aguda. 
Para ello planteamos los siguientes objetivos concretos: 
1. Analizar el comportamiento inmunomodulador de las células madre 
mesenquimales de pacientes de leucemia linfoblástica aguda en el momento del 
diagnóstico y a lo largo del tratamiento, en relación con la función de las células 
NK. 
2. Determinar los mecanismos que median esta función inmunomoduladora. 
3. Analizar en las MSCs la expresión de los componentes de la vía de señalización 
BMP así como la posible implicación en sus propiedades inmunomoduladoras. 
4. Analizar la expresión de los componentes de la vía de señalización BMP en las 
células leucémicas y su capacidad para modular la susceptibilidad de estas células 
a la lisis mediada por células NK. 
5. Estudiar la interacción de las células leucémicas con la población de células NK y 
evaluar las posibles alteraciones en la función antitumoral de estas últimas. 
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1. Muestras de pacientes. 
Para el presente estudio se han obtenido aspirados de médula ósea de pacientes 
pediátricos diagnosticados de leucemia linfoblástica aguda tipo B (LLA-B) del Hospital 
Universitario del Niño Jesús, entre los años 2004 y 2012. Los aspirados se obtuvieron en el 
momento del diagnóstico y en algunos casos también a los 15 días y 35 días tras iniciarse la 
terapia siguiendo el protocolo PETHEMA (Protocolo Español para Hemopatías Malignas) 
8
. 
Los aspirados se realizaron siempre para el diagnóstico y seguimiento de la enfermedad, no 
haciéndose extracciones adicionales en ninguno de los casos. El estudio fue aprobado por el 
Comité Ético de dicho hospital, tras consentimiento escrito informado de los padres o 
tutores de los pacientes y garantizando el anonimato de los pacientes. Las características 
clínicas de dichos pacientes están recogidas en la Tabla 2. 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 2: Datos clínicos de los pacientes con LLA. LLA: Leucemia linfoblástica aguda; M: masculino; F: Femenino; 
RB: Riesgo bajo; RI: Riesgo intermedio; RA: Riesgo alto. 
Para la obtención de las células madre mesenquimales se utilizaron muestras de aspirados 
de médula ósea de 16 de estos pacientes (MSC-LLA). Se tuvo acceso además a los aspirados 
de médula ósea de tres pacientes ya recuperados, un año después del tratamiento (MSC-
FT). Las características de todos estos pacientes se muestran en la Tabla 3. Como controles 
se usaron aspirados de médula ósea de 8 pacientes pediátricos no diagnosticados de 
enfermedades hematológicas (MSC-DS). 
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Tabla 3: Datos clínicos de los pacientes con LLA de los que se obtuvieron muestras de MSCs. LLA: Leucemia 
linfoblástica aguda; M: masculino; F: Femenino; ND: No determinado; RB: Riesgo bajo; RI: Riesgo intermedio; RA: 
Riesgo alto. 
2. Obtención y cultivo de células madre mesenquimales. 
A partir de los aspirados de médula ósea, se obtuvieron las células mononucleares 
mediante centrifugación en gradiente de densidad. Posteriormente estas células se 
cultivaron en medio Dulbbecco´s modified Eagle´s médium (DMEM) (Gibco, Life 
Technologies, Carlsbad, CA, EEUU) suplementado con 100U/ml de penicilina (Lonza-
Hopkinton, MA, EEUU), 100µg/ml de estreptomicina (Lonza-Hopkinton) y suero fetal bovino 
al 10% (Invitrogen, Life Technologies). Los cultivos se realizaron en flask de 25 cm
2
 en un 
incubador a 37˚C, en una atmosfera húmeda y al 5% de CO2. Tras 48 horas se reemplazó el 
medio de cultivo, eliminando con ello las células que habían quedado en suspensión, y las 
que quedaron adheridas al plástico se expandieron en medio definido MesenPRO (Gibco, 
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Life Technologies), suplementado con 100U/ml de penicilina, 100µg/ml de estreptomicina y 
2mM de L-glutamina (Lonza-Hopkinton). El medio de cultivo se reemplazó cada 5 días hasta 
alcanzar un grado de confluencia del 80-90%. Una vez alcanzada dicha confluencia, se 
recuperaron las células usando para ello una solución de tripsina al 0,25% (Gibco, Life 
Technologies) y se contaron en viabilidad con Trypan Blue (Merck Millipore, Sigma-Aldrich, 
España). En todas las muestras obtenidas se determinó tanto la ausencia de marcadores 
hematológicos mediante citometría de flujo como la capacidad de diferenciación 
adipogénica y osteogénica. 
Para obtener el número necesario de células para realizar los diferentes experimentos, se 
procedió a su expansión cultivándolas a una densidad de 5x10
3 
células/cm
2 
en el medio 
antes mencionado. Una vez obtenido un número de células óptimo, según el diseño 
experimental, se procedió a su cultivo en las mismas condiciones descritas con anterioridad, 
en placas de 24 pocillos de fondo plano y a diferentes tiempos. En los experimentos donde 
se indica, el medio fue suplementado con BMP4 recombinante humano (Humanzyme Inc., 
Chicago, EEUU) a las concentraciones de 0,01 y 100ng/ml, o con diferentes inhibidores de la 
vía de señalización BMP2/4: DMH1 (10µM; Tocris Bioscience, R&D Systems, Minneapolis, 
MN, EEUU), el antagonista soluble Noggin (500ng/ml, Humanzyme Inc.) y el receptor 
soluble BMPRIA (3µg/ml, R&D Systems). Estas células fueron empleadas para el estudio de 
su fenotipo por citometría de flujo, así como para el análisis de la producción y expresión de 
diferentes factores inmunomoduladores. También se usaron en el establecimiento de 
cocultivos con células NK aisladas de donantes sanos o con líneas leucémicas. En todos los 
estudios realizados las células empleadas se encontraban entre los pases 4-7 de cultivo. 
3. Ensayos de diferenciación de las células madre mesenquimales. 
Se realizaron ensayos para determinar la capacidad de diferenciación osteogénica y 
adipogénica de las MSCs, tanto de donantes sanos como de pacientes en el momento de 
diagnóstico. 
Para ello se cultivaron durante 6 días dichas células a una densidad de 5x10
3 
células/cm
2 
en 
medio MesenPRO suplementado con 100U/ml de penicilina, 100µg/ml de estreptomicina y 
2mM de L-glutamina. Transcurrido ese periodo de tiempo se transfirieron durante 1 día a 
medio condicionado compuesto por DMEM (Gibco, Life Techonologies) para la 
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diferenciación adipogénica y αMEM (Gibco, Life Techonologies) para la osteogénica, 
suplementados ambos con un 5% de suero fetal bovino, 100U/ml de penicilina y 100µg/ml 
de estreptomicina. 
Finalmente se transfirieron a un medio específico para su diferenciación, donde fueron 
cultivadas durante 15 – 20 días. El medio osteogénico incluía αMEM suplementado con un 
10% de suero fetal bovino, 10nM de dexametasona, 10nM de β-glicerofosfato y 60µM de 
ácido ascórbico (todos de Sigma-Aldrich) con 100U/ml de penicilina y 100µg/ml de 
estreptomicina. Para la diferenciación adipogénica el medio contenía 1:1 DMEM, F-12 
Nutrient Mixture (Ham) (Gibco, Life Technologies) suplementado con 3% de suero fetal 
bovino, 1µM de dexametasona, 60µM de indometacina y 0,5mM de IBMX (todos ellos de 
Sigma-Aldrich) con 100U/ml de penicilina y 100µg/ml de estreptomicina. 
Pasado el tiempo indicado, la diferenciación osteogénica fue evaluada en términos de 
actividad de la fosfatasa alcalina en 50µl de lisado celular y normalizado al contenido total 
de proteína. Para evaluar la diferenciación adipogénica se realizaron tinciones con Oil O Red 
(ORO) y azul de Coomassie. La ratio entre ambas absorbancias determinó el contenido 
específico de lípidos. 
4. Obtención y cultivo de células leucémicas. 
Para los estudios de expresión génica se incluyeron muestras de los 57 pacientes 
diagnosticados de LLA-B cuyas características se han indicado en la Tabla 1 del primer 
apartado. Dichas muestras se usaron para extracciones de ARN y posterior análisis por PCR 
cuantitativa de diferentes genes. En aquellas muestras en las que fue posible, se realizó 
además el análisis de diferentes marcadores de superficie mediante citometría de flujo. 
Sin embargo, ante la dificultad para cultivar las células primarias, en los experimentos en los 
que se indica, se utilizaron líneas leucémicas ya establecidas, procedentes de pacientes 
diagnosticados de LLA-B: TOM1 (ACC578) y NALM6 (ACC128) (DMSZ, Brunswick, Alemania) 
(Tabla 4). Dichas líneas leucémicas se expandieron en flask de 75 cm
2
 en medio RPMI 1640 
(Sigma-Aldrich) suplementado con suero fetal bovino al 10%, 2mM de L-glutamina, 
100U/ml de penicilina y 1µg/ml de estreptomicina, reemplazándolo cada 6 días. 
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Para los diferentes experimentos las células se cultivaron a una concentración de 10
6
 
células/ml en el mismo medio usado para su expansión. Los cultivos se realizaron en placas 
de 24 o 48 pocillos de fondo plano, en un incubador de 37˚C, en una atmósfera húmeda y al 
5% de CO2. 
 
Tabla 4: Características de las líneas celulares leucémicas. LLA: Leucemia linfoblástica aguda; RB: Riesgo bajo; RA: 
Riesgo alto. 
En los casos donde se indica se usaron como controles sanos las células stem 
hematopoyéticas aisladas, mediante el kit específico CD34 MicroBeads Kit (Miltenyi Biotec, 
Bergisch Gladbach, Alemania), a partir de los aspirados de médula ósea de donantes sanos 
del Hospital General Universitario Gregorio Marañón (MO-HSCs). 
5. Aislamiento de células NK de sangre periférica. 
Las células NK empleadas en el estudio se aislaron a partir de buffy coats obtenidos tras el 
procesado de muestras de sangre periférica de donantes sanos del Centro de Transfusión 
de la Comunidad de Madrid. 
A partir de los concentrados leucocitarios de donantes sanos, previamente diluidos en NaCl 
0,9%, se obtuvieron células mononucleares (PBMCs) mediante centrifugación en gradiente 
de densidad (Lymphocyte Isolation Solution, Rafer, Madrid, España). Seguidamente se aisló 
la población de células CD56
dim
 CD16
+
 mediante métodos inmunomagnéticos usando el kit 
específico CD56
+
CD16
+
 NK Cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec), siguiendo las 
recomendaciones del fabricante. 
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6. Establecimiento de los cocultivos celulares. 
6.1. Cocultivos MSCs: células NK. 
Los cocultivos de las células NK con las MSCs aisladas de los pacientes se realizaron a una 
ratio MSC: NK 1:30 (salvo que se indique una ratio diferente) en placas de 24 pocillos de 
fondo plano, previo cultivo durante 12 horas de las MSCs tanto de donantes sanos como de 
pacientes pediátricos a una densidad de 5x10
3 
células/cm
2
 en medio MesenPRO 
suplementado con 2mM de L-glutamina, 100u/ml de penicilina y 100µg/ml de 
estreptomicina. Los cocultivos se llevaron a cabo en 300µL de medio compuesto por 
MesenPRO y RPMI 1640 (al 50%) suplementado con suero fetal bovino al 10%, 1mM de 
piruvato sódico, 100u/ml de penicilina, 100µg/ml de estreptomicina y 2mM de L-glutamina. 
En todos los casos se añadieron las citoquinas IL12 (10 ng/ml) e IL15 (100 ng/ml) (Prospec-
Tany TechnoGene Ltd, East Brunkswick, NJ, EEUU /Miltenyi Biotec). 
Adicionalmente, en los experimentos en que se indica, los cocultivos se establecieron en 
presencia o previo tratamiento de las MSCs con alguno de los compuestos que se 
enumeran a continuación: DAPT, inhibidor de la γ-secretasa (50µmol/l; Calbiochem, 
Nottingham, RU); DMH1, inhibidor de la vía de señalización BMP2/4 (10µM; Tocris 
Bioscience); Noggin, antagonista soluble de la vía de señalización BMP2/4 (500ng/ml); NS-
398, inhibidor de la síntesis de PGE2 (5µM; Santa Cruz BIotechnology Inc., Texas, EEUU); 
BMPRIAFc, receptor soluble de la vía de señalización BMP2/4 (3µg/ml) o el anticuerpo anti-
TGF-β1,2,3 (10µg/ml; R&D Systems, Minneapolis, MN, EEUU). 
En algunos experimentos, las MSCs de donantes sanos fueron previamente cultivadas con 
las líneas leucémicas NALM6 o TOM1 (tal y como se especifica en el apartado 4), antes de 
establecer los cocultivos con las células NK. 
6.2. Cocultivos células NK: células leucémicas. 
Por otro lado, se pusieron en cultivo las células NK con las líneas leucémicas NALM6 o 
TOM1 a diferentes ratios célula NK: célula leucémica en placas de 12 pocillos de fondo 
plano a una concentración de 10
6
 células/ml en medio RPMI 1640 suplementado con suero 
fetal bovino al 10%, 1mM de piruvato sódico, 100u/ml de penicilina, 100µg/ml de 
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estreptomicina y 2mM de L-glutamina. En todos los cocultivos se adicionaron las citoquinas 
IL12 (10ng/ml) e IL15 (100 ng/ml). 
Tras 2 o 4 días de cocultivo las células NK se aislaron de las células leucémicas mediante una 
separación magnética con esferas Dynabeads Biotin Binder (Invitrogen, Life Technologies) 
previa incubación de las células con el anticuerpo monoclonal anti-CD19 biotina 
(BioLegend, San Diego, EEUU) diluido en PBS 0,1% BSA (Sigma-Aldrich). 
6.3. Cocultivos MSCs: células leucémicas. 
En un conjunto de experimentos las líneas leucémicas fueron cultivadas con MSCs de 
donantes sanos a una ratio MSC: célula leucémica 1:30 (30·10
5
 células leucémicas/pocillo) 
en placa de 12 o 24 pocillos de fondo plano en contacto celular o en transwell con tamaño 
de poro de 0,4µm (Corning-Lonza-Hopkinton). Las MSC-DS se cultivaron previamente solas 
durante 3 horas en medio MesenPRO suplementado con 2mM de L-glutamina, 100U/ml de 
penicilina y 100µg/ml de estreptomicina. Posteriormente se añadieron las células 
leucémicas en medio RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino al 10%, 2mM de L-
glutamina, 100U/ml de penicilina y 100µg/ml de estreptomicina, cultivándose durante 3 
días. 
7. Ensayos de citotoxicidad. 
Las células NK que habían sido cultivadas con las MSCs o con las líneas leucémicas fueron 
recogidas, tras diferentes periodos de cocultivo según se indica, y usadas como efectoras en 
ensayos de citotoxicidad contra la línea tumoral K562. Los cocultivos se establecieron en 
placas de 96 pocillos de fondo plano a diferentes ratios Efector: Diana en medio RPMI 1640 
suplementado con 1% de suero fetal bovino, 100U/ml de penicilina y 100µg/ml de 
estreptomicina. La actividad citolítica de las células NK fue determinada pasadas 4 horas, a 
partir de la actividad lactato deshidrogenasa detectada en el sobrenadante de los 
cocultivos, mediante métodos colorimétricos usando el kit no radiactivo Cytotoxicity 
Detection Kit LDH (Roche Diagnostics, Madrid, España) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Los niveles máximos y mínimos de dicha actividad enzimática se determinaron 
mediante cultivo de las células K562 solas y tratadas o no, a las 4 horas, con solución de 
lisis. El porcentaje de lisis específica fue calculado mediante la fórmula siguiente: 
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En los experimentos en que se indica, se usaron como células diana para el ensayo de 
citotoxicidad muestras primarias de pacientes pediátricos con LLA en lugar de la línea 
tumoral K562. Las condiciones del ensayo fueron las mismas descritas anteriormente. 
8. Determinación de la capacidad proliferativa. 
La respuesta proliferativa de las líneas leucémicas NALM6 y TOM1, tras cultivo según las 
condiciones indicadas en el apartado 3, fue determinada a diferentes tiempos mediante el 
kit específico 5-Bromo-2´-deoxy-uridine Labeling and Detection Kit III (Roche Diagnostics), 
siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante para células en suspensión. Durante 
las 12 horas finales del cultivo se adicionó al medio 5-bromo-2´-desoxiuridina (BrdU) a una 
concentración final de 10µM. Tras centrifugar las placas, se recogió el sobrenadante y se 
secaron durante 2 horas a una temperatura de 65˚C. Posteriormente se fijaron con etanol 
en HCl 0,5M durante 30 minutos a -20˚C, se trataron con nucleasas 30 minutos a 37˚C y 
finalmente se incubaron durante otros 30 minutos a 37˚C con un anticuerpo anti-BrdU de 
ratón conjugado a peroxidasa. El revelado se realizó con el sustrato ABTS (ácido 
2,2´Azinobis – [3-etil-benzotiazolin-6] sulfónico) y la absorbancia fue medida usando un 
lector de ELISA (SUNRISE, Tecan Group Ltd. Männerdorf, Suiza) a 405 nm con una longitud 
de onda de referencia a 492 nm. 
9. Determinación de la viabilidad de las distintas poblaciones celulares. 
La proporción de células apoptóticas en los diferentes cultivos descritos anteriormente se 
determinó mediante tinción con Anexina-V conjugada con el fluorocromo FITC (Roche 
Diagnostics), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las células de estudio se incubaron 
durante 30 minutos a 4˚C en HEPES en presencia de cantidades saturantes de Anexina-V-
Fluos. Los análisis se llevaron a cabo en un citómetro de flujo FACScalibur (BD Biosciences, 
San diego, CA, EEUU) del Centro de Citometría y Microscopía de Fluorescencia de la 
Universidad Complutense de Madrid. Las células necróticas se excluyeron según su tamaño 
y complejidad, y la captación de ioduro de propidio (IP). Las células apoptóticas se 
definieron como aquellas Anexina-V positivas dentro de la población ioduro negativo 
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negativa. En los experimentos en los que se indica, las células se incubaron además con 
anticuerpos monoclonales conjugados con diferentes fluorocromos para poder evaluar la 
viabilidad de las diferentes poblaciones presentes en los cultivos. 
Donde se indica, la viabilidad de las células tras los cultivos fue determinada mediante 
tinción con el colorante Trypan Blue y observación posterior en microscopio óptico. 
10. Citometría de flujo. 
Para los estudios fenotípicos de las diferentes poblaciones celulares se usaron los 
anticuerpos recogidos en la Tabla 5. 
Para los estudios de expresión de moléculas de membrana, las células fueron incubadas en 
PBS en presencia de cantidades saturantes de los anticuerpos indicados en cada caso 
durante 30 minutos a 4˚C. Para la detección del receptor BMPRIA se utilizó un anticuerpo 
purificado específico seguido de una segunda incubación con fragmentos F(ab´)2 de IgG 
anti-cabra conjugados a fluorocromo (Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, 
PA, EEUU). 
Para la tinción nuclear de la proteína p27, las células fueron fijadas y permeabilizadas con la 
solución Fixation/Permeabilization (eBiosciences, San Diego, CA, EEUU) y lavadas con 
Permeabilization Buffer (eBiosciences). Seguidamente fueron incubadas con el anticuerpo 
anti-p27 combinado con el fluorocromo PE (Santa Cruz Biotechnology) diluído en la solución 
Permeabilization Buffer durante 30 minutos a 4˚C. 
El análisis citofluorimétrico se realizó en un citómetro de flujo FACScalibur (BD Biosciences) 
del Centro de Citometría y Microscopía de Fluorescencia de la Universidad Complutense de 
Madrid. 
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Tabla 5: Anticuerpos usados para citometría de flujo. 
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11. Análisis por PCR cuantitativa. 
Para el aislamiento y purificación de ARN se usó el kit Absolutely RNA MicroPrep 
(Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA, EEUU) en el que se incluye, de acuerdo a las 
instrucciones del fabricante, un paso de digestión con ADNasa I para eliminar la 
contaminación por ADN genómico. El ADN complementario (ADNc) fue sintetizado usando 
el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU) 
siguiendo las instrucciones del fabricante. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 6: Ensayos TaqMan empleados para el estudio por PCR cuantitativa. 
El ADNc obtenido fue empleado para el estudio por PCR cuantitativa de diferentes genes 
usando los ensayos TaqMan que se muestran en la Tabla 6. Los diferentes genes se 
normalizaron usando como control endógeno el gen GNB2L1 (Applied Biosystems). Todas 
las qPCRs se realizaron por duplicado usando el TaqMan Fast Universal PCR Master Mix 
(Applied Biosystems) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las amplificaciones, 
detecciones y análisis fueron realizados en un 7.900 HT Fast Real-time PCR System (Centro 
de Genómica, Universidad Complutense de Madrid). 
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12. Determinación de factores solubles en los sobrenadantes. 
Los sobrenadantes de los cultivos fueron recogidos en los tiempos indicados en cada caso y 
congelados a – 80˚C para su posterior análisis. La determinación de las concentraciones de 
IL8, IL10, TNFα (todos ELISA MAX Standard Sets, BioLegend), IFNγ (BioLegend y R&D 
Systems), PGE2 (R&D Systems) y BMP4 (DuoSet ELISA, R&D Systems) se hizo mediante la 
técnica de ELISA usando un lector SUNRISE (Tecan Group Ltd. Männerdorf, Suiza) a una 
absorbancia de 450nm y siguiendo las instrucciones del fabricante. Asimismo, las 
concentraciones de IL6, CCL2 (MCP-1) y TGF-β se cuantificaron mediante el sistema 
Cytometric Bead Array Flex set (BD Biosciences) utilizando para el análisis un citómetro de 
flujo FACScalibur (Centro de Citometría y Microscopía de Fluorescencia, UCM). TGF-β se 
cuantificó también mediante la técnica de ELISA Multiplex, junto con otros moléculas 
solubles como IL7, VEGF y CXCL12 (SDF-1), usando un analizador LUMINEX 100
TM
 (Hospital 
Universitario del Niño Jesús). 
13. Análisis estadístico. 
Para el estudio de variables cuantitativas con un tamaño muestral pequeño se aplicó la 
prueba paramétrica T de Student, con los siguientes niveles de significación: */# p≤0,05; 
**/## p≤0,01; ***/### p≤0,001. 
La prueba no paramétrica de suma de rangos (de Wilcoxon) se utilizó para comparar las 
variables cuantitativas. Las curvas de supervivencia se calcularon según el modelo Kaplan 
Meier, y las comparaciones entre curvas se realizaron según el modelo de Cox. Las 
diferencias entre grupos se consideraron estadísticamente significativas con *p≤0,05. Las 
variables estudiadas se recogieron en una base de datos y se analizaron utilizando el 
paquete estadístico Stata / IC 11,0 (College Station, TX, EE.UU.). 
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1. CÉLULAS MESENQUIMALES DERIVADAS DE PACIENTES CON LEUCEMIA 
LINFOBLÁSTICA AGUDA DE RIESGO BAJO/INTERMEDIO PROMUEVEN LA ACTIVIDAD 
ANTITUMORAL DE LAS CÉLULAS NK. 
Las MSCs se han descrito como células de morfología fibroblastoide, con capacidad para 
adherirse al plástico y función inmunosupresora, es decir, con capacidad para bloquear la 
acción de las células del sistema inmunitario 
54
. 
En nuestro estudio hemos trabajado con MSCs aisladas de pacientes pediátricos con LLA, en 
el momento del diagnóstico (MSC-LLA) y a distintos tiempos a lo largo del tratamiento 
quimioterápico: 15 días (MSC-LLA+15) y 35 días (MSC-LLA+35). 
Las MSCs derivadas de pacientes con LLA presentaban las características típicas definidas 
previamente para este tipo celular por la Asociación Internacional de Terapia Celular 
54
. 
Como se muestra en la Figura 8A, no se encontraron diferencias en cuanto a la expresión de 
marcadores característicos de esta estirpe celular como CD29 o CD90, entre las MSC-LLA y 
las de donantes sanos, siendo además ambas negativas para marcadores hematopoyéticos. 
Del mismo modo, no se encontraron diferencias significativas en su capacidad de 
diferenciación osteogénica (Figura 8B) o adipogénica (Figura 8C), si bien en el segundo caso 
las MSCs aisladas de los pacientes con LLA a los 15 días de iniciar el tratamiento 
quimioterápico mostraban una tendencia a aumentar dicha capacidad. 
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Figura 8: Patrón de expresión de marcadores de superficie y capacidad de diferenciación de MSCs de donantes 
sanos y de pacientes con LLA. MSCs fueron cultivadas en ausencia de estímulo durante 6 días. (A) Análisis por 
citometría de flujo de los marcadores típicos de dichas células y de marcadores hematopoyéticos, tras el tiempo 
indicado. Los histogramas representan el porcentaje de células positivas para cada marcador en MSCs de donantes 
sanos y de pacientes en el momento del diagnóstico y a los 15 días tras iniciarse el tratamiento quimioterápico. Los 
datos mostrados son representativos de 8 donantes sanos y 9 pacientes con LLA (B-C) Estudio de la capacidad de 
diferenciación de las MSCs de donantes sanos y de pacientes en el momento del diagnóstico y a los 15 días de 
iniciar el tratamiento quimioterápico. Tras los 6 días de cultivo iniciales, las células fueron transferidas a un medio 
específico para inducir su diferenciación osteogénica (B) o adipogénica (C) durante 15-20 días. La diferenciación 
osteogénica fue evaluada en términos de actividad de la fosfatasa alcalina en 50µl de lisado celular y normalizada 
al contenido total de proteína. La diferenciación adipogénica se evaluó mediante tinción con Oil Red O (ORO) y azul 
de Coomassie. La ratio absorbancia ORO/absorbancia Azul de Coomassie determinó el contenido específico de 
lípidos. Los datos muestran la media ±desviación estándar de 6 donantes sanos y 11 pacientes con LLA. (*p≤0,05; 
comparación frente a MSC-DS). 
1.1. Las MSCs derivadas de pacientes pediátricos con LLA incrementan la capacidad 
citolítica de las células NK. 
El primer objetivo que nos planteamos fue analizar los efectos de las MSCs sobre el sistema 
inmunitario, concretamente sobre las células NK, principales efectores antitumorales del 
organismo. Para ello, las células NK fueron cultivadas con las MSC-DS o con las MSC-LLA 
durante 36 horas en presencia de las citoquinas IL12 e IL15 y, posteriormente enfrentadas a 
la línea tumoral K562 para determinar su capacidad lítica. Como se muestra en la Figura 9A, 
las células NK que habían sido cultivadas con las MSCs de donantes sanos presentaban, 
como había sido descrito previamente 
180-182
, una capacidad lítica significativamente 
disminuida; por el contrario, aquellas que se habían cultivado junto a las MSCs derivadas de 
pacientes de bajo/intermedio riesgo presentaban un incremento significativo de dicha 
capacidad, incluso por encima de la exhibida por las células NK cultivadas exclusivamente 
con las citoquinas. 
Estos resultados fueron corroborados en ensayos de citotoxicidad frente a células 
leucémicas primarias de pacientes pediátricos donde, de nuevo, aquellas células NK que se 
habían cultivado previamente en presencia de las MSC-LLA fueron más eficaces para lisar 
las células tumorales (Figura 9B). 
Como se observa en la Figura 9C, el efecto inmunopotenciador ejercido por las MSC-LLA 
sobre la actividad citolítica de las células NK fue dosis dependiente. Así, su efecto 
inmunoestimulador se reducía progresivamente cuando la ratio MSC: NK disminuía. Como 
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cabía esperar, en paralelo, el efecto inmunosupresor ejercido por las MSCs de donantes 
sanos también se reducía al disminuir la proporción de MSCs en los cultivos. 
Para conocer si también las MSCs derivadas de pacientes de LLA de alto riesgo presentaban 
un comportamiento inmunoestimulador, se establecieron cocultivos en las mismas 
condiciones antes indicadas con MSCs aisladas de pacientes con elevado riesgo de recaída 
según protocolo. En contraste a lo observado anteriormente, el comportamiento de estas 
MSCs fue similar al de MSCs de donantes sanos, como se muestra en la Figura 9D. 
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Figura 9: MSCs aisladas de pacientes con LLA incrementan la capacidad citotóxica de células NK. Células NK 
aisladas de sangre periférica de donantes sanos fueron cocultivadas durante 12 horas en medio suplementado con 
IL12 (10ng/ml) e IL15 (100ng/ml) en presencia o ausencia de MSC-LLA o MSC-DS (Ratio MSC: NK 1:30). (A) Tras este 
periodo, las células NK se aislaron de los cultivos y su actividad citotóxica fue evaluada en un ensayo contra la línea 
tumoral K562 en diferentes ratios célula efectora-célula blanco. Se muestran los datos representativos de 5 
pacientes diferentes diagnosticados de LLA de riesgo bajo o intermedio y 5 donantes sanos (pacientes n=11; 
donantes sanos n=8). (B) Estudio de la capacidad citotóxica de las células NK en las mismas condiciones descritas 
anteriormente, usando como células diana células leucémicas primarias aisladas de dos pacientes diagnosticados 
de LLA (Ratio Efector:Diana 2:1). La gráfica muestra la media ± desviación estándar del porcentaje de lisis 
específica de células NK tras contacto con MSC-DS o MSC-LLA respecto a la de células NK cultivadas solas (100%). 
Para el estudio se usaron células NK de tres donantes diferentes y se cocultivaron con MSCs de dos donantes sanos 
y de dos pacientes pediátricos con LLA. (*p≤0,05; comparación frente a MSC-DS). (C) Actividad citotóxica de células 
NK tras cocultivo con diferentes ratios de MSC-DS o MSC-LLA (1:10–1:350; MSC: NK). Se muestra un experimento 
representativo de cuatro experimentos independientes, en los que se usaron cuatro pacientes diagnosticados de 
LLA y cuatro donantes sanos. (D) Actividad citolítica de células NK tras cocultivo con MSC-LLA-RA. Los datos 
mostrados son representativos de dos pacientes diagnosticados de LLA con alto riesgo de recaída y cinco donantes 
sanos. 
El estudio funcional de las células NK se completó con el análisis de los niveles de 
producción de diferentes citoquinas mediante técnicas de ELISA. En correlación con los 
resultados anteriores, se observó un incremento significativo de los niveles de IFNγ y TNFα, 
y una reducción de los de IL10, producidos por las células NK que se cultivaron en presencia 
de MSC-LLA (Figura 10). 
 
 
 
 
 
Figura 10: La presencia de MSCs de pacientes con LLA modifica el patrón de producción de citoquinas de las 
células NK. Células NK aisladas de donantes sanos fueron cultivadas solas o en presencia de MSC-DS, MSC-LLA o 
MSC-LLA-RA. Tras 36 horas de cocultivo, se recogieron los sobrenadantes y se analizó mediante ELISA la 
concentración de IFNγ, IL10 y TNFα. Los datos muestran la media ± desviación estándar de la concentración de las 
diferentes citoquinas, referida a la producida por células NK cultivadas en condiciones control (valor control, 100; 
*p≤0,05; comparación MSC-LLA y MSC-LLA-RA frente a MSC-DS. #p≤0,05; comparación MSC-LLA y MSC-LLA-RA 
frente a cultivos de células NK control; n= 8-13 experimentos independientes). 
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1.2. Las MSCs de pacientes con LLA no inhiben la regulación positiva de moléculas 
activadoras en las células NK. 
A continuación analizamos si los cambios funcionales que sufrían las células NK tras 
contacto con las MSCs de los pacientes de LLA reflejaban modificaciones en la expresión de 
receptores de activación y/o inhibición de las primeras. 
El estudio por citometría de flujo de los diferentes receptores indicó que la presencia de las 
MSCs de los pacientes con LLA incrementaba la expresión de las moléculas de activación 
CD69 y CD25, así como de los receptores de activación propios de las células NK, NKp30 y 
NKG2D, alcanzándose niveles similares a los exhibidos por las NK activadas, cultivadas solas 
(Figura 11A). Por el contrario y, en consonancia con los resultados obtenidos en el estudio 
de citotoxicidad, no se observó dicha regulación positiva en las células NK cultivadas con las 
MSC de donantes sanos ni en aquellas que habían estado en contacto con las MSC aisladas 
de pacientes con riesgo alto de recaída (Figura 11B). 
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Figura 11: Estudio del perfil fenotípico de células NK tras contacto con MSCs de donantes sanos o de pacientes 
con LLA. Análisis por citometría de flujo de la expresión de los diferentes marcadores relacionados con la 
funcionalidad de las células NK tras cultivo con IL12 (10ng/ml) e IL15 (100ng/ml) durante 36 horas en presencia o 
ausencia de MSC-DS o MSC-LLA. (A) Los histogramas muestran el porcentaje de células positivas para cada 
marcador arriba indicado. Se muestra un experimento representativo de ocho experimentos diferentes con un total 
de ocho muestras de MSCs de pacientes con LLA y siete de donantes sanos. En todos los casos el histograma en 
blanco corresponde al control de isotipo. (B) Se muestra el porcentaje de células positivas para los diferentes 
marcadores analizados. Las barras representan la media ± desviación estándar de los ocho experimentos diferentes 
anteriormente indicados y de dos en el caso de las MSCs derivadas de pacientes de LLA de alto riesgo. (*p≤0,05; 
**p≤0,01; ***p≤0,001; comparación células NK cultivadas con MSC-LLA y MSC-LLA-RA frente a células NK 
cultivadas con MSC-DS; #p≤0,05; ##p≤0,01; comparación células NK cultivadas con MSC-LLA y MSC-LLA-RA frente a 
las cultivadas solas en condiciones control). 
1.3. Las células NK cultivadas con MSCs de pacientes con LLA expresan mayores niveles de 
granzima y perforina. 
Puesto que las células NK cultivadas en presencia de MSC-LLA presentaban una capacidad 
funcional incrementada, respecto a las células NK cultivadas con las MSC-DS, estudiamos a 
continuación la expresión génica de granzima y perforina, proteínas mediadoras de la lisis 
celular. 
En línea con lo observado hasta ahora, las células NK tras contacto con las MSC-LLA, 
incrementaban los niveles de expresión de ARN mensajero de ambas proteínas presentes 
en los gránulos citotóxicos incluso, por encima de los valores obtenidos para NK activadas y 
cultivadas solas (Figura 12). 
Figura 12: Las células NK incrementan la expresión de 
granzima y perforina tras contacto con MSCs de 
pacientes con LLA. Análisis por PCR cuantitativa de los 
niveles de expresión de granzima (GRZMA) y perforina 
(PRF1) en células NK tras cultivo solas, o en presencia de 
MSC-DS o MSC-LLA. Los niveles de expresión fueron 
normalizados a la expresión de GNB2L1. Los datos que se 
muestran están referidos a los niveles de expresión de 
ambos genes en las  células NK cultivadas en condiciones 
control (valor control, 100). Las barras representan la 
media ± desviación estándar de tres experimentos 
independientes. (*p≤0,05, comparación frente a células 
NK cultivadas en presencia de MSCs de donantes sanos). 
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1.4. La viabilidad de las células NK no se ve modificada tras cultivo con las MSCs 
procedentes de donantes sanos ni de pacientes con LLA. 
Finalmente, para conocer si los cambios observados en la capacidad funcional de las células 
NK tras contacto con MSCs de pacientes con LLA eran debidos a un efecto de estas células 
sobre la supervivencia de las primeras, diferente al que podrían ejercer las MSCs de 
donantes sanos, se estudió su viabilidad mediante tinción con Anexina V-ioduro de 
propidio.  
El análisis mediante citometría de flujo determinó que la presencia de las MSCs, 
independientemente de su procedencia, no modificaba de manera significativa el 
porcentaje de células NK viables en los cultivos (Figura 13A). 
En relación a estos resultados, los niveles de expresión del mensajero para IL15, citoquina 
implicada en la supervivencia de las células NK, fueron similares en MSCs derivadas de 
donantes sanos y de pacientes de LLA (Figura 13B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13: La presencia de MSCs de 
pacientes con LLA no modifica la viabilidad 
de las células NK. (A) Estudio mediante 
tinción con Anexina V 3 ioduro de propidio 
de la viabilidad de las células NK cultivadas 
solas o tras contacto con MSC-DS o MSC-
LLA. Se definieron como viables aquellas 
células Anexina¯ IP¯. Las barras representan 
la media ± desviación estándar de dos a 
ocho experimentos diferentes. (B) Análisis 
por PCRq de los niveles de expresión de la 
citoquina IL15 en MSC-DS y MSC-LLA. 
Dichos niveles se normalizaron frente al 
endógeno GNB2L1. Las barras representan 
la media ± desviación estándar de cinco 
experimentos independientes con un total 
de seis muestras de MSCs de pacientes con 
LLA y tres muestras de donantes sanos. 
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1.5. Las MSCs aisladas de pacientes en tratamiento quimioterápico recuperan las 
propiedades inmunomoduladoras características de las MSCs de donantes sanos. 
A continuación se estudió si la diferente capacidad inmunomoduladora observada en las 
MSC derivadas de pacientes con LLA al diagnóstico respecto a las MSCs de donantes sanos, 
se mantenía a lo largo del tratamiento de la enfermedad. 
Se aislaron las MSCs de los mismos pacientes de LLA a 15 días y 35 días tras iniciarse el 
tratamiento quimioterápico, y se enfrentaron a las células NK en las mismas condiciones 
descritas en el primer apartado. Tanto el análisis de la capacidad citolítica de las células NK 
(Figura 14A) como el estudio de los niveles de producción de las diferentes citoquinas 
(Figura 14B) tras contacto con las diferentes MSCs, sugería una recuperación de la 
capacidad inmunosupresora característica de las MSCs de donantes sanos. Cabe destacar 
sin embargo, que esta recuperación de la funcionalidad de las MSCs parece ser alcanzada a 
diferentes tiempos en los distintos pacientes, como se refleja en la Figura 14A. Si bien en 
algunos pacientes (ejemplo paciente 8) la adquisición de la capacidad inmunosupresora era 
progresiva a medida que se avanzaba en el tratamiento, en otros pacientes apenas se veía 
modificada respecto a las MSCs del diagnóstico (ejemplo paciente 4) y, en otros casos, la 
capacidad inmunopotenciadora era incluso mayor cuando se utilizaban en el cultivo MSCs 
de pacientes de LLA en tratamiento (+15 y +35) que aquellas derivadas del mismo paciente 
al diagnóstico (ejemplo paciente 7). Esta heterogeneidad en el comportamiento 
inmunomodulador de las MSCs podría deberse a un efecto dependiente de individuo de los 
agentes quimioterápicos sobre el microambiente medular, siendo en cada uno de ellos 
diferente la cinética de renovación celular. 
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Figura 14: Efecto del cocultivo de MSCs de pacientes con LLA en tratamiento quimioterápico sobre la 
funcionalidad de las células NK. Cultivo durante 12 (ensayos de citotoxicidad) o 36 horas (evaluación de los niveles 
de citocinas) de células NK con MSC-LLA aisladas en distintos momentos de la enfermedad: diagnóstico, 15 y 35 
días tras iniciarse el  tratamiento quimioterápico. (A) Tras este periodo, las células NK se aislaron de los cultivos y su 
actividad citotóxica fue evaluada en un ensayo contra la línea tumoral K562 en diferentes ratios célula efectora: 
célula blanco. La gráfica muestra el porcentaje de lisis específica medido en base a la actividad de la enzima LDH 
obtenidos con tres pacientes con LLA de un total de once testados. (B) Sobrenadantes de los cocultivos antes 
mencionados fueron recogidos y usados para determinar mediante ELISA las concentraciones de IFNγ, IL10 y TNFα. 
Los datos mostrados están referidos a los niveles de producción de citoquinas por las células NK cultivadas en 
condiciones control (valor control, 100). Las barras representan la media ± desviación estándar de ocho muestras 
de donantes sanos y seis muestras de pacientes con LLA. (*p≤0,05; comparación frente a MSC-DS; #p≤0,05; 
comparación frente a células NK en condiciones control). 
Continuando con el planteamiento de que progresivamente con el tratamiento 
quimioterápico, las MSCs aisladas de los pacientes con LLA eran capaces de recuperar las 
propiedades inmunosupresoras exhibidas por las MSCs de los donantes sanos, se estudió el 
comportamiento de las MSCs aisladas de pacientes ya recuperados, al menos un año 
después de terminar el tratamiento. Como puede observarse en la Figura 15, estas MSCs 
reducían la capacidad funcional de las células NK de manera similar a como lo hacían las 
MSCs de donantes sanos. 
En conjunto, estos resultados indican que, una vez erradicada la enfermedad y finalizado el 
tratamiento, las MSCs presentes en el nicho medular presentan características 
inmunosupresoras similares a las de los donantes sanos. 
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Figura 15: Comportamiento inmunosupresor de las MSCs de pacientes con LLA ya recuperados y fuera de 
tratamiento. Cocultivo durante 12 horas, en presencia de IL12 (10ng/ml) e IL15 (100ng/ml) de células NK con MSCs 
de tres pacientes pediátricos ya recuperados y fuera de tratamiento quimioterápico. (A) Tras este periodo, las 
células NK se aislaron de los cultivos y su actividad citotóxica fue evaluada en un ensayo contra la línea tumoral 
K562 en diferentes ratios célula efectora/célula diana. La gráfica muestra el porcentaje de lisis específica medido en  
base a la actividad de la enzima LDH. (B) Determinación mediante ELISA de la concentración de IFNγ, IL10 y TNFα 
en los cocultivos descritos anteriormente. Los datos están referidos a los valores de producción de las células NK en 
condiciones control (valor control, 100). 
1.6. Las MSCs de donantes sanos y de pacientes pediátricos con LLA presentan la misma 
susceptibilidad a la lisis mediada por las células NK. 
Una diferente susceptibilidad de las MSCs de donantes sanos y de los pacientes con LLA a la 
lisis mediada por las células NK podría explicar los cambios observados hasta ahora en la  
función inmunomoduladora. Por ello estudiamos la viabilidad de las primeras tras contacto 
con las células NK a diferentes ratios MSC: célula NK, mediante tinción con Anexina V-
ioduro de propidio. Como se muestra en la Figura 16A, el porcentaje de células MSCs 
viables se reducía a medida que incrementábamos el número de células NK en los 
cocultivos, sin observarse diferencias entre las MSCs de donantes sanos y de pacientes. 
Se determinaron también los niveles de ARN mensajero de PI9, serpina que inhibe la acción 
de la granzima B liberada por las células NK. En línea con los resultados anteriores, los 
niveles de expresión de esta proteína fueron similares en todas las muestras de MSCs 
evaluadas, tanto de donantes sanos como de pacientes con LLA, sugiriendo una capacidad 
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equivalente de protección de las mismas frente a la lisis mediada por las células NK (Figura 
16B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figura 16: Las MSCs de donantes sanos y de pacientes 
con LLA presentan una similar susceptibilidad a la lisis 
mediada por células NK. (A) Estudio de la viabilidad de 
MSC-DS y MSC-LLA tras cocultivo durante 12 horas con 
diferentes ratios de células NK. Se muestra la media del 
porcentaje de MSC-DS y MSC-LLA Anexina¯ IP¯ de siete 
experimentos independientes con un total de cinco 
muestras de pacientes con LLA y tres muestras de 
donantes sanos. (B) Análisis por PCRq de la expresión 
de la serpina PI9 en MSC-DS y MSC-LLA. Los niveles de 
expresión fueron normalizados al endógeno GNB2L1. 
La gráfica muestra la media ± desviación estándar de 
tres experimentos independientes. 
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2. LAS MSCs RESPONDEN A LA PRESENCIA DE LAS CÉLULAS LEUCÉMICAS MODIFICANDO 
SUS PROPIEDADES INMUNOMODULADORAS. 
2.1. Las MSCs derivadas de donantes sanos adoptan características inmunomoduladoras 
de MSCs de pacientes con LLA cuando se exponen a células leucémicas. 
A continuación analizamos si la adquisición de las características inmunoestimuladoras 
mostradas por las MSCs de los pacientes con LLA al diagnóstico era una consecuencia 
directa de la presencia de las células leucémicas. Para ello se pusieron en cultivo MSCs de 
donantes sanos con la línea celular de leucemia linfoblástica tipo B, NALM6 (catalogada de 
riesgo bajo de recaída) y, tras tres días de cultivo, en contacto celular o en transwell, se 
recogieron las MSCs y se volvieron a cultivar con células NK durante 36 horas. Como 
habíamos descrito previamente, las MSCs de donantes sanos inhibieron la actividad 
citotóxica de las células NK. Sin embargo, cuando estas mismas MSCs de donantes sanos 
habían sido previamente cocultivadas con células de la línea NALM-6, las células NK 
exhibían una actividad lítica similar a aquella mostrada por las células NK cultivadas solas. 
Similares, aunque menos evidentes, fueron los resultados obtenidos cuando el contacto 
MSC-célula leucémica estaba impedido mediante un sistema de transwell (Figura 17). 
 
Para evaluar cuáles podrían ser los mecanismos que subyacen a la pérdida del potencial 
inmunosupresor de las MSC-DS en presencia de las células leucémicas, se analizaron los 
Figura 17: MSCs de donantes sanos modifican sus propiedades 
inmunoestimuladoras como respuesta a la presencia de células 
leucémicas. MSC-DS fueron cultivadas con la línea leucémica 
NALM-6 (Ratio MSC: célula leucémica, 1:30) en contacto celular o 
en transwell. Pasados 3 días, las MSC se cultivaron con células NK 
de tres donantes diferentes y se analizó la capacidad citotóxica de 
estas últimas frente a la línea tumoral K562 (Ratio célula efectora: 
célula diana, 2:1). La gráfica representa la media ± desviación 
estándar de muestras de MSCs de tres donantes sanos (*p≤0,05; 
**p≤0,01; comparación frente a MSC-DS; no se encontraron 
diferencias significativas cuando se compararon MSC-DS/célula 
leucemica-en contacto o transwell frente a células NK cultivadas 
solas; tampoco se hallaron diferencias significativas en los 
porcentajes de lisis obtenidos entre las células NK en presencia de 
MSCs previamente cultivadas en contacto o en transwell con las 
células leucémicas). 
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niveles de TGF-β, potente agente inmunosupresor, tras el cultivo de las MSC-DS con la línea 
NALM6. Como se muestra en la Figura 18A, la presencia de las células leucémicas redujo de 
manera significativa los niveles de TGF-β presentes en el sobrenadante de los cocultivos, no 
debiéndose dicha reducción a un descenso en la viabilidad de las MSCs a causa de la 
presencia de la leucemia (Figura 18B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figura 18: La presencia de las células leucémicas 
reduce la producción de TGF-β por las MSCs de 
donantes sanos. MSC-DS fueron cultivadas durante 3 
días con la línea leucémica NALM6 (Ratio MSC: célula 
leucémica, 1:30), en contacto celular o en transwell. 
(A) Análisis de los niveles de TGF-β en el sobrenadante 
de los cocultivos mediante CBA. Las barras representan 
la media ± desviación estándar de tres experimentos 
diferentes, de la concentración de TGF-β referida a la 
producida por las MSC-DS en condiciones control -1- 
(*p≤0,05; comparación frente a MSC-DS). (B) Estudio 
de la viabilidad de las MSC-DS tras cultivo con las 
células leucémicas, determinada mediante tinción con 
el colorante Trypan Blue. Los datos muestran la media 
± desviación estándar del porcentaje de células vivas 
de seis experimentos independientes. 
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3. ANÁLISIS DE LOS MECANISMOS IMPLICADOS EN EL CAMBIO DE LAS PROPIEDADES 
INMUNOMODULADORAS DE LAS MSCs. 
Hoy en día se asume que a las propiedades inmunosupresoras de las MSCs contribuyen 
tanto factores solubles como contactos célula-célula. Por ello, y a la vista de los resultados 
anteriores, nos planteamos analizar los posibles mecanismos implicados en el cambio de las 
propiedades inmunomoduladoras de las MSCs de pacientes con LLA. 
3.1. Las MSCs de los pacientes con LLA reducen la producción de TGF-β en relación a las 
MSCs de donantes sanos. 
Puesto que la producción de TGF-β se encontraba reducida en los cultivos de las MSC-DS 
tras contacto con la leucemia, comprometiendo así su función inmunosupresora, nos 
planteamos si también estaría modificada en las MSCs de los pacientes. 
Como se muestra en la Figura 19A, la producción tanto de TGF-β como de PGE2, otro 
agente inmunosupresor, estaba significativamente reducida en los sobrenadantes de 
cultivos de MSC-LLA respecto a aquellos de donantes sanos. Dicha disminución fue mucho 
menos acusada en los cultivos de MSCs derivadas de pacientes ya en tratamiento, 
acercándose en el caso de las MSC-LLA+35 a los valores exhibidos por las MSCs de donantes 
sanos. 
Para conocer la contribución de ambas moléculas al comportamiento inmunosupresor 
exhibido por las MSCs, MSCs derivadas de donantes sanos fueron pretratadas con anti-TFG-
β o con el inhibidor de la síntesis de PGE2 NS-398, previo a su cultivo con las células NK. 
Sólo el bloqueo de la actividad TFG-β inhibió significativamente la capacidad 
inmunosupresora de las MSC-DS, si bien no se llegaron a alcanzar los efectos 
inmunoestimuladores de las MSC-LLA, lo que sugería la implicación de otros mecanismos 
adicionales (Figura 19B). 
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Figura 19: Factores solubles que median las propiedades inmunomoduladoras de las MSC-LLA. (A) MSC-DS y 
MSC-LLA aisladas en diferentes momentos de la enfermedad fueron cultivadas en ausencia de estímulo durante 
seis días. Posteriormente se recogieron los sobrenadantes y se analizaron los niveles de PGE2 y TGF-β mediante 
ELISA y CBA, respectivamente. Las barras representan la media ± desviación estándar de seis muestras de MSC-DS y 
entre siete y diez muestras de MSC-LLA. (B) Células NK cultivadas en presencia de IL12 (10ng/ml) e IL15 (100ng/ml) 
solas o con MSC-DS o MSC-LLA (Ratio MSC: NK 1:30) tratadas con NS-398 (inhibidor de PGE2) y/o anti-TGF-β. Tras 
36 horas se analizó su capacidad citotóxica frente a la línea tumoral K562, medida en base a los niveles de la 
enzima LDH presente en el sobrenandante de los cocultivos. La gráfica representa la media ± desviación estándar 
de tres experimentos diferentes que incluían cuatro muestras MSC-DS y tres muestras MSC-LLA. Los datos están 
referidos a la lisis específica de las células NK cultivadas únicamente en presencia de las citoquinas (valor control, 
100; *p≤0,05; comparación frente a MSC-DS; #p≤0,05; comparación frente a MSC-LLA). 
3.2. Análisis comparado de la producción de diferentes citoquinas y quimioquinas por las 
MSCs de pacientes con LLA y donantes sanos. 
A continuación analizamos los niveles de producción, por parte de las MSCs, de diferentes 
citoquinas y quimioquinas que han sido relacionadas con la inflamación y el desarrollo 
tumoral 
102, 109, 304-306
. 
Una producción muy variable de la citoquina inflamatoria IL6 y de la quimioquina IL8 
(CXCL8), fue encontrada tanto entre las muestras de MSCs de donantes sanos como entre 
las de MSCs derivadas de pacientes con LLA. Sin embargo, a pesar de esta variabilidad podía 
observarse la tendencia de las MSC-LLA a producir niveles mayores de ambos factores 
cuando se comparaban con las MSC-DS. La producción de la quimioquina CCL2 (MCP-1), fue 
también significativamente superior en los sobrenadantes de las MSC-LLA frente a las MSC-
DS (Figura 20A). Los niveles de CCL5 (RANTES) y de CXCL10 (IP10) fueron muy bajos en 
todos los cultivos analizados lo que dificultaba el análisis de los posibles cambios entre las 
diferentes muestras. Sin embargo, el estudio a nivel de ARN mensajero reflejó para ambas 
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quimioquinas valores superiores, que llegaban a ser significativos en el caso de CCL5, en las 
MSCs de pacientes con LLA (Figura 20B). No se encontraron diferencias significativas en la 
producción de VEGF entre las MSCs de donantes sanos y de pacientes. 
Analizamos además los niveles de IL7 y CXCL12 (SDF-1), dos factores producidos por las 
MSCs y que han sido demostrados ser claves en el mantenimiento del nicho y en la 
diferenciación de los linfocitos B 
39, 40
. Como se muestra en la Figura 20C, tanto los niveles 
de IL7 como de CXCL12 estaban reducidos en los sobrenadantes obtenidos de cultivos de 
MSC-LLA respecto a los recogidos de las MSCs de donantes sanos. Esta reducción llegaba a 
ser significativa en el caso de la quimioquina CXCL12 (SDF-1). 
Figura 20: Expresión y producción 
de citoquinas y quimioquinas en 
MSCs de donantes sanos y de 
pacientes de LLA. MSC-DS y MSC-
LLA fueron cultivadas en ausencia 
de estímulo durante seis días. (A) 
Tras el tiempo de cultivo indicado, 
se recogieron los sobrenadantes y se 
determinó la producción de IL6 y 
CCL2 (MCP-1) mediante CBA; y de 
IL8 (CXCL8) mediante ELISA. Las 
gráficas de dispersión representan 
las concentraciones determinadas 
en sobrenadantes de los cultivos 
correspondientes a tres muestras de 
MSC-DS y seis muestras de MSC-LLA. 
(B) Análisis por PCR cuantitativa de 
los niveles de expresión de las 
quimioquinas CCL5 (RANTES) y 
CXCL10 (IP10), referidos a los niveles 
de GNB2L1. En las gráficas se 
recogen los datos de tres muestras 
MSC-DS y seis muestras MSC-LLA. 
(C) Determinación mediante ELISA 
Multiplex de los niveles de VEGF, IL7 
y CXCL12 (SDF-1) en los 
sobrenadantes de los cultivos 
correspondientes a tres muestras de 
MSC-DS y seis muestras de MSC-LLA. 
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3.3. Las MSCs de los pacientes con LLA presentan una incrementada expresión de las 
moléculas CD40 y CD86, y reducen la de PD-L1 y PD-L2. 
Como hemos señalado en apartados anteriores, no sólo los factores solubles sino también 
señales mediadas a través de los contactos célula-célula pueden ser cruciales para definir el 
perfil inmunomodulador de las MSCs. En base a esto, a continuación analizamos por 
citometría de flujo la expresión de las moléculas coestimuladoras CD40 y CD86 y la de los 
reguladores negativos de la función inmunitaria, PD-L1 y PD-L2. Como se recoge en 
diferentes trabajos, es precisamente la ausencia de expresión de las primeras y la fuerte 
expresión de los ligandos PD-Ls, en las MSCs de donantes sanos, lo que ha favorecido su 
empleo en terapia celular en el contexto de diferentes enfermedades autoinmunes y en la 
enfermedad injerto contra huésped 
83-86
. 
Como se muestra en la Figura 21A, a diferencia de lo descrito para las MSCs de donantes 
sanos, las MSCs de los pacientes diagnosticados de LLA exhibían una fuerte expresión de las 
moléculas coestimuladoras CD40 y CD86 junto a una reducción en los niveles de expresión 
de los ligandos PD-L1 y PD-L2. No se observaron cambios, sin embargo, en la expresión de 
moléculas del HLA-II, siendo prácticamente indetectable en todas las muestras de MSCs 
analizadas. En conjunto, este perfil contribuiría a las características inmunopotenciadoras 
de estas células en el contexto de la LLA de riesgo bajo/intermedio. Como sucedía con los 
factores solubles, los cambios fenotípicos exhibidos por las MSC-LLA fueron menores en las 
MSCs de pacientes tratados, asemejándose a las MSCs de donantes sanos (Figura 21B). 
Por el contrario y en concordancia con su comportamiento inmunosupresor, la expresión de 
dichas moléculas en las MSCs aisladas de los pacientes con elevado riesgo de recaída fue 
similar al observado en MSCs de donantes sanos (Figura 21A). 
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Figura 21: Fenotipo de las MSCs de donantes sanos y de pacientes de LLA. (A) MSCs fueron cultivadas durante seis 
días y tras este periodo se llevó a cabo un análisis por citometría de flujo de la expresión de diferentes moléculas 
inmunomoduladoras. En los histogramas se indica el porcentaje de células positivas para cada marcador en MSCs 
de donantes sanos, MSCs de pacientes de LLA de bajo/intermedio riesgo en diferentes momentos de la enfermedad 
y MSCs de pacientes de LLA de alto riesgo. (B) Las barras representan la media ± desviación estándar del porcentaje 
de células positivas para las diferentes moléculas inmunomoduladoras  analizados. Los resultados representan la 
media de cinco experimentos independientes con un total cinco muestras de MSCs de donantes sanos y de 
pacientes de LLA. (*p≤0,05; **p≤0,01; comparación frente a MSC-DS). 
3.4. La expresión del receptor tipo Toll TLR4 y del ligando Jagged1 se encuentra 
incrementada en las MSCs de los pacientes con LLA. 
En los últimos años diferentes autores han apuntado la relevancia de los receptores tipo 
Toll en la biología de las MSCs y más concretamente, en la determinación de sus 
propiedades inmunomoduladoras 
81, 82
. Estos trabajos sugieren una polarización de las 
MSCs hacia un fenotipo inmunoestimulador (MSC1) o inmunosupresor (MSC2) 
dependiendo de la activación de receptores tipo Toll, TLR4 y TLR3, respectivamente. Según 
lo descrito, la activación de TLR4 generaría MSCs inmunoestimuladoras con el concurso del 
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ligando de Notch, Jagged 1 
82
. En nuestro estudio, si bien no se encontraron cambios 
significativos en los niveles de TLR3 entre las diferentes muestras de MSCs analizadas, 
pudimos observar un incremento significativo de la expresión de TLR4 en MSCs de 
pacientes de LLA frente a la expresión exhibida por las MSCs de donantes sanos. En paralelo 
se observó un incremento notable de la expresión de Jagged 1 en las muestras de pacientes 
(Figura 22). 
 
Figura 22: Estudio de la expresión de los receptores TLR3 y TLR4, y de los ligandos Notch Jagged 1 y Jagged 2 en 
diferentes MSCs. MSC-DS y MSC-LLA aisladas en diferentes momentos de la enfermedad fueron cultivadas durante 
seis días en ausencia de estímulo. Posteriormente se analizaron los niveles de tránscrito de los genes arriba 
indicados mediante PCRq. Los niveles de expresión de los diferentes genes se normalizaron frente al endógeno 
GNB2L1. Se muestra la media ± desviación estándar de siete a diez muestras MSC-LLA y seis muestras MSC-
DS.(*p≤0,05; comparación frente a MSC-DS). 
 
Dado que, por otro lado, la señalización Notch es importante en la proliferación y 
funcionalidad de las células NK 
307-309
, el aumento de Jagged1 en las MSCs podía ser 
responsable, al menos en parte, de la activación de las células NK tras el cocultivo con las 
MSCs de pacientes con LLA. Para abordar este extremo, establecimos cultivos de las MSC-
LLA con el inhibidor de la γ-secretasa DAPT, previo al cultivo con las células NK. El bloqueo 
de la señalización Notch redujo de manera significativa la capacidad de las MSC-LLA para 
incrementar la funcionalidad de las células NK confirmando la implicación de esta vía en la 
función inmunopotenciadora de las MSCs de pacientes con LLA. En el caso de las MSC-DS, la 
administración del tratamiento no alteró su capacidad inmunosupresora, lo que sugería la 
participación de mecanismos diferentes en la función inmunomoduladora de las diferentes 
MSCs (Figura 23). 
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Figura 23: Efecto del bloqueo de la señalización Notch1 en la función inmunomoduladora de MSC-LLA. Células NK 
fueron cultivadas con MSC-DS o MSC-LLA, en presencia del inhibidor de la proteína γ-secretasa  DAPT (50µM). Tras 
36 horas de cultivo, las células NK se usaron como células efectoras en un ensayo de citotoxicidad de cuatro horas 
frente a la línea tumoral K562. La gráfica muestra el porcentaje de lisis específica a diferentes ratios célula 
efectora: célula diana. Se muestra un experimento representativo de un total de dos experimentos independientes 
con dos muestras MSC-DS y cuatro muestras MSC-LLA. (**p≤0,01; comparación frente al tratamiento con DAPT). 
En conjunto, los resultados presentados hasta el momento indican que al contrario de la 
función inmunosupresora descrita hasta ahora para las MSCs de donantes sanos, las MSCs 
aisladas de los pacientes con LLA en el momento del diagnóstico promueven la actividad 
antitumoral de las células NK en respuesta a la presencia de la leucemia. A este diferente 
comportamiento inmunomodulador de las MSC-LLA subyacen tanto cambios en la 
producción de factores solubles como modificaciones relevantes en el perfil de expresión 
de moléculas de membrana. 
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4. CONTRIBUCIÓN DE BMP4 A LA FUNCIÓN INMUNOMODULADORA DE LAS MSCs. 
4.1. Las MSCs de donantes sanos y de pacientes con LLA expresan todos los componentes 
de la vía de señalización BMP2/4. 
La vía de señalización BMP2/4, implicada en el desarrollo y homeostasis de diferentes 
tejidos y órganos, también se ha relacionado con el desarrollo y evolución de algunos 
tumores, aunque, como ya se ha discutido en el apartado Introducción, con cierta 
controversia en lo que respecta a su papel pro- o antitumoral. Los trabajos anteriores se 
han centrado fundamentalmente en el papel directo de la vía de señalización BMP2/4 en la 
proliferación y supervivencia de las células tumorales sin profundizar en el impacto que 
estos factores pueden tener sobre el microambiente tumoral o en la acción del sistema 
inmunitario sobre el tumor. 
 
Figura 24: Modulación de la expresión de los diferentes componentes de la vía de señalización BMP2/4 en las 
MSCs aisladas de pacientes con LLA a lo largo de la enfermedad. Análisis por PCR cuantitativa de los genes arriba 
indicados, en MSCs de donantes sanos y MSCs de pacientes con LLA en el momento del diagnóstico y a los 15 y 35 
días de iniciarse el tratamiento quimioterápico. Los niveles de expresión fueron normalizados a la expresión de 
GNB2L1. Los datos representan la media ±desviación estándar de seis muestras de donantes sanos y once muestras 
de pacientes con LLA. 
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Teniendo en cuenta lo anterior, nuestro siguiente objetivo fue conocer la implicación de la 
vía de señalización BMP2/4 en aspectos concretos del desarrollo y progresión de la LLA. En 
primer lugar y, dada la importancia del microambiente medular en la biología de la 
enfermedad, analizamos los niveles de expresión de los componentes de la vía en las MSCs 
de donantes sanos y de pacientes con LLA aisladas en diferentes momentos de la 
enfermedad. El análisis por PCR cuantitativa indicó que tanto las células de los pacientes 
como de los donantes sanos presentaban tránscritos específicos para los receptores tipo I 
(BMPRIA, BMPRIB y ActRIA), la proteína BR-Smad (Smad1) y la proteína Co-Smad (Smad4), 
además de los genes diana (ID2 e ID3). También expresaban distintas moléculas implicadas 
en la regulación de la vía a diferentes niveles, como los antagonistas solubles Noggin, 
Chordin y Twisted Gastrulation, el pseudorreceptor Bambi y la proteína I-Smad, Smad7 
(Figura 24). Sin embargo, no se encontraron diferencias reseñables en la expresión de 
ninguno de los componentes mencionados entre las diferentes MSCs. 
4.2. Producción incrementada de BMP4 por las MSCs aisladas de pacientes con LLA.  
A continuación se analizaron los niveles de expresión de los diferentes ligandos de la vía, 
observándose diferencias significativas en la expresión del ligando BMP4 entre las MSCs de 
los pacientes en el momento del diagnóstico y las de los donantes sanos (Figura 25). Como 
muestra la Figura 25A a medida que se avanzaba en el tratamiento de la enfermedad estos 
niveles iban reduciéndose hasta alcanzar valores similares a los exhibidos por las MSCs de 
donantes sanos. 
Para corroborar este resultado se analizó la producción del ligando en el sobrenadante tras 
seis días de cultivo de las diferentes MSCs. Como se observa en la Figura 25B, los cambios 
en la producción del morfógeno correlacionan con los cambios antes observados en la 
expresión del transcrito. Las MSCs de los pacientes aisladas en el momento del diagnóstico 
presentaban niveles elevados de la proteína, que posteriormente iban disminuyendo a lo 
largo del tratamiento. Además, puesto que ya se habían observado diferencias entre las 
MSCs de pacientes catalogados de riesgo bajo/intermedio de recaída respecto a las de 
pacientes con riesgo alto, decidimos analizar por separado los niveles de expresión del 
morfógeno entre ambas, encontrando que en las últimas, los niveles de expresión eran 
menores y muy similares a los de las MSCs de donantes sanos. 
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4.3. La señalización BMP2/4 como mediador en la función inmunomoduladora de las 
MSCs. 
Puesto que las MSCs de los pacientes producían mayores cantidades del ligando BMP4 y 
nuestro grupo había descrito previamente un importante papel de este factor en la 
funcionalidad de las células NK 
256
, a continuación analizamos la implicación de BMP4 en la 
adquisición de las propiedades inmunoestimuladoras de las MSC-LLA. Para ello cultivos de 
MSC-LLA fueron tratados con el inhibidor de la vía canónica de BMP DMH1, durante 12 
horas previo a su cultivo con las células NK. Posteriormente y tras 36 horas de cocultivo, las 
células NK que habían estado en presencia de las MSC-LLA pretratadas con DMH1, 
mostraron la misma capacidad citotóxica que aquellas cultivadas con las MSC-DS. La 
adición, a los cultivos de las MSC-LLA, de otros antagonistas de la vía de señalización BMP4, 
como el receptor soluble BMPRIA, que bloquea la unión del ligando al receptor, y Noggin, 
antagonista fisiológico soluble, redujeron también la capacidad citotóxica de las células NK 
aunque en menor medida (Figura 26). 
Figura 25: Cambios en los niveles de 
producción y expresión del ligando 
BMP4 en MSCs de pacientes con LLA, a 
lo largo de la enfermedad. (A) MSC-DS y 
MSC-LLA aisladas en diferentes 
momentos de la enfermedad fueron 
cultivadas durante seis días y 
posteriormente analizados los niveles de 
ARN mensajero del ligando mediante 
PCR cuantitativa. Los valores fueron 
normalizados a la expresión del 
endógeno GNB2L1. La gráfica 
representa la media ± desviación 
estándar de seis donantes sanos, once 
pacientes con LLA y tres pacientes ya 
recuperados y fuera de tratamiento. (B) 
Análisis de los niveles de producción de 
BMP4 mediante ELISA. Las barras 
muestran la media ± desviación 
estándar de las muestras anteriormente 
indicadas, incluyendo dos muestras de 
pacientes con riesgo alto de recaída. 
(*p≤0,05; **p≤0,01; comparación frente 
a MSC-DS). 
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Si como apuntan los resultados anteriores, BMP4 es uno de factores por el cual las MSCs del 
estroma medular adquieren un fenotipo inmunoestimulador, la adición de la molécula a 
cultivos de MSC-DS podría revertir el efecto inmunosupresor que estas células ejercen 
sobre las células NK. Para analizar esta posibilidad, se administró BMP4 exógeno durante 6 
días a cultivos de MSCs de donantes sanos, analizándose tras este periodo los efectos en la 
producción de diferentes factores solubles y expresión de moléculas de membrana. Como 
queda recogido en la Figura 27A, la adición de BMP4 a los cultivos no modificó la 
producción de los factores solubles IL6, CCL2 (MCP-1) o TGF-β por las MSC-DS. Por el 
contrario, sí se observó un ligero incremento de la expresión de las moléculas 
coestimuladoras CD40 y CD86, que en el caso de esta última fue significativo, así como del 
ligando Jagged 1 tras el tratamiento con el morfógeno (Figuras 27B y 27C). 
En conjunto estos resultados sugieren que una producción incrementada de BMP4 podría 
contribuir a los cambios observados en el comportamiento inmunomodulador de las MSC-
LLA, si bien no sería el único responsable de los mismos. 
 
 
 
 
 
 
Figura 26: Efecto de diferentes inhibidores de la 
vía señalización BMP2/4 sobre la función 
inmunomoduladora de las MSCs. Células NK fueron 
cultivadas durante 36 horas con igual número de 
MSCs de donantes sanos o de pacientes con LLA 
pretratadas con diferentes inhibidores de la vía de 
señalización BMP2/4. Tras el periodo de tiempo 
indicado, las células NK se aislaron y su capacidad 
lítica fue evaluada en un ensayo de citotoxicidad 
contra la línea tumoral K562, a diferentes ratios 
célula efectora: célula blanco. La gráfica muestra 
los datos de un experimento representativo de un 
total de dos experimentos independientes en los 
que se usaron dos muestras de donantes sanos y 
dos muestras de pacientes con LLA. 
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Figura 27: Efecto de la adición de BMP4 sobre la capacidad inmunomoduladora de las MSCs. MSCs aisladas de 
donantes sanos fueron cultivadas durante 6 días en medio suplementado con BMP4 (100ng/ml). (A) Determinación 
mediante CBA de la concentración de IL6, CCL2 (MCP-1) y TGF-β en el sobrenadante de los cultivos. Las barras 
representan la media ± desviación estándar de los niveles de producción de tres muestras de donantes sanos, 
referida a la producida por dichas muestras en condiciones control. (B) Análisis por citometría de flujo de la 
expresión de diferentes moléculas coestimuladoras. Los datos muestran la media ± desviación estándar de la 
expresión de dichas moléculas tras tratamiento de las MSC con BMP4 (valor control, 1; n=3 muestras de MSC-DS). 
(C) Estudio de los niveles de ARN mensajero del ligando Jagged 1 mediante PCR cuantitativa, normalizados frente al 
endógeno GNB2L1. Los datos representan la media ± desviación estándar de los niveles de expresión de cuatro 
muestras de donantes sanos. (*p≤0,05; comparación frente a MSC-DS). 
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5. PAPEL DE BMP4 EN LA BIOLOGÍA DE LAS CÉLULAS LEUCÉMICAS Y RELEVANCIA EN EL 
CONTROL DE LA EVASIÓN DEL SISTEMA INMUNITARIO. 
Analizamos a continuación el efecto que podrían tener las elevadas concentraciones de 
BMP4 producidas por el nicho medular en la biología de las células leucémicas y cómo 
podría estar afectando a la acción del sistema inmunitario frente a la enfermedad. 
5.1.  Las líneas leucémicas TOM1 y NALM6 expresan los componentes de la vía de 
señalización BMP2/4. 
Debido a la dificultad para trabajar con cultivos de células primarias, decidimos abordar en 
un primer momento el estudio empleando líneas leucémicas. En nuestro modelo 
experimental empleamos dos líneas leucémicas ya establecidas de leucemia linfoblástica 
aguda tipo B, con diferente riesgo de recaída, cuyo origen y características se recogen en la 
Tabla 4 del apartado Material y Métodos. 
Como primera aproximación y con el fin de determinar si las células leucémicas serían 
capaces de responder a los elevados niveles del ligando presentes en el nicho medular, 
analizamos la expresión de los diferentes componentes de la vía de señalización BMP2/4 
por PCR cuantitativa. 
Como se muestra en la Figura 28, tanto la línea leucémica NALM6 como la línea TOM1 
presentaban tránscritos para el receptor tipo I ActRIA, mientras que el receptor BMPRIA, 
solo se detectó en la primera y el receptor BMPRIB fue prácticamente indetectable en 
ambas líneas. En el caso de la línea leucémica NALM6, se encontraron mayores niveles de 
expresión de la proteína responsable de la transducción de la señal BR-Smad, Smad-1, 
mientras que la proteína Co-Smad, Smad-4, se expresaba de manera similar en ambas 
líneas. Respecto a la expresión de los genes diana, esta fue muy similar entre ambas líneas, 
excepto en el caso de ID3 cuyos niveles de expresión eran mucho mayores en la línea 
TOM1. El estudio se completó con el análisis de las diferentes moléculas que regulan 
negativamente la vía, entre las que destaca Noggin, cuya expresión fue muy elevada en la 
línea leucémica TOM1 pero indetectable en NALM6. 
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Figura 28: Expresión de los componentes de la vía de señalización de BMP2/4 en líneas leucémicas. Análisis 
mediante PCR cuantitativa de los niveles de ARN mensajero para  los distintos receptores, BR-Smads y Co-Smads, 
proteínas ID y antagonistas de la vía BMP2/4 en las líneas leucémicas TOM1 y NALM6 tras 3 días de cultivo. Como 
controles sanos se usaron muestras de células stem hematopoyéticas aisladas de la médula ósea de donantes. Los 
niveles de expresión de los diferentes componentes fueron normalizados a la expresión del endógeno GNB2L1. Los 
datos muestras la media ± desviación estándar de tres experimentos independientes. 
En conjunto, estos datos indican que tanto la línea leucémica de riesgo bajo NALM6, como 
la de riesgo alto TOM1, podrían responder a los elevados niveles de BMP4 del 
microambiente medular, puesto que disponen de toda la maquinaria molecular necesaria 
para ello. Sin embargo, los niveles de expresión tan elevados del antagonista Noggin 
sugerían una posible inhibición de la vía en el caso de TOM1. 
5.2. Niveles incrementados de BMP4 provocan una disminución de la proliferación de las 
células de la línea leucémica de bajo riesgo, NALM6. 
La adición de diferentes concentraciones de BMP4 a los cultivos de células leucémicas 
redujo de manera significativa el número de células recuperadas en el caso de NALM6; 
cambio que se hizo mucho más evidente a las 72 horas de cultivo. Por el contrario, la 
presencia del ligando no modificó de manera significativa la recuperación celular en el caso 
de los cultivos de la línea TOM1 (Figura 29A). 
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A continuación, analizamos el efecto de BMP4 sobre la proliferación y/o la supervivencia de 
las células leucémicas como posibles mecanismos responsables de la reducción en la 
recuperación celular en los cultivos anteriores. Tras tres días de cultivo, la adición de dosis 
crecientes del ligando no afectó a la viabilidad de ninguna de las dos líneas, como se 
observa en la Figura 29B. Por el contrario, la adición de BMP4 redujo significativamente la 
proliferación de las células leucémicas de la línea NALM6 a las 72 horas de iniciarse el 
tratamiento y tras la administración de dosis altas del morfógeno, lo que correlacionaba 
con la reducción en el número de células recuperadas descrito anteriormente. En línea con 
los resultados anteriores, no se observó ningún efecto sobre la capacidad proliferativa de la 
línea leucémica TOM1 (Figura 29C). 
Para profundizar en el mecanismo por el que BMP4 ejercía sus efectos antiproliferativos 
sobre las células de la línea leucémica NALM6, analizamos la expresión de la proteína p27 
por haber sido descrita en otros sistemas como mediador de los efectos de BMP4 sobre el 
ciclo celular 
310
. Como se muestra en la Figura 29D, la expresión de p27 estaba 
principalmente asociada a células capaces de responder al morfógeno, apareciendo dicha 
expresión significativamente incrementada tras la adición de BMP4 a los cultivos. 
Estos datos sugieren que BMP4 producido por las MSC del estroma medular de los 
pacientes con LLA actuaría de forma paracrina sobre las células leucémicas, afectando a su 
proliferación pero no así a su supervivencia. El hecho de no detectar ningún efecto sobre la 
línea leucémica TOM1 podría deberse a la presencia del antagonista Noggin, que la haría 
refractaria a los efectos de BMP4 exógeno. 
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Figura 29: Efecto de la adición de BMP4 en la biología de las células leucémicas. Cultivo de las líneas leucémicas 
NALM6 y TOM1 durante diferentes tiempos en medio suplementado con BMP4 (0,01ng/ml-100ng/ml) (A) Número 
de células recuperadas tras 48 y 72 horas de tratamiento con BMP4. Las barras representan la media ± desviación 
estándar de tres experimentos independientes. (B) Análisis por citometría de flujo de la viabilidad de las células 
leucémicas tras 72 horas de tratamiento, mediante tinción con Anexina V e ioduro de propidio. En los dot-plots se 
muestra el porcentaje de células de cada subpoblación, siendo consideradas como viables aquellas células Anexina¯ 
IP¯. Se muestra un experimento representativo de un total de tres experimentos independientes. (C) Análisis de la 
tasa proliferativa de las células tras tratamiento, en términos de incorporación de BrdU. Los datos representan la 
media ± desviación estándar de tres experimentos independientes. (D) Estudio por citometría de flujo de los niveles 
de expresión de p27 en la línea leucémica NALM6. Los histogramas muestran el porcentaje de células positivas 
para p27 en las dos subpoblaciones definidas en base a la expresión del receptor BMPRIA. Los datos corresponden 
a un experimento representativo de un total de cinco experimentos independientes. (*p≤0,05; **p≤0,01; 
***p≤0,001; comparación frente a células leucémicas cultivadas en condiciones control). 
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5.3. BMP4 incrementa la susceptibilidad de las células leucémicas a la lisis mediada por 
las células NK. 
La modulación de los ligandos para los receptores de activación o de inhibición de las 
células NK podría contribuir a una mayor efectividad de estas células frente al tumor, o bien 
ayudaría a la evasión de las células tumorales a la acción del sistema inmunitario, como se 
ha descrito recientemente en la literatura para diferentes tipos de tumor 
159-166, 168, 169, 311
. 
Una de las estrategias utilizadas por las células tumorales para evadir concretamente la 
acción de las células NK, sería la regulación negativa o liberación al medio de los ligandos 
para los receptores de activación NKP46/44/30 y NKG2D responsables de la funcionalidad 
de las células NK y/o la regulación positiva de los ligandos inhibidores, como MHC-I clásicas 
y no clásicas. 
Para poder evaluar el posible efecto de BMP4 en la susceptibilidad de las células leucémicas 
a la lisis por células NK, en primer lugar estudiamos la capacidad de estas últimas para lisar, 
en condiciones basales, células de las líneas NALM6 y TOM1. Como se observa en la Figura 
30, mientras que la línea NALM6 era altamente sensible a la lisis mediada por células NK, las 
células de la línea TOM1 presentaban una viabilidad superior al 80% al finalizar el ensayo de 
citoxicidad, comportándose como una línea resistente a la lisis mediada por células NK. Una 
expresión diferencial de ligandos activadores e inhibidores en las dos líneas podría justificar 
este diferente comportamiento. 
 
A continuación llevamos a cabo un ensayo de citotoxicidad similar al anterior pero en el que 
las células de las líneas NALM6 y TOM1 habían sido pretratadas con diferentes dosis de 
BMP4 durante 3 días. Si bien el pretratamiento de la línea TOM1 con el morfógeno no 
Figura 30: Susceptibilidad de las células leucémicas a 
la lisis mediada por las células NK. Células NK fueron 
estimuladas durante 12 horas con las citoquinas IL12 
(10ng/ml) e IL15 (100ng/ml) y posteriormente 
enfrentadas en un ensayo de citotoxicidad a las líneas 
leucémicas NALM6 y TOM1, a diferentes ratios célula 
efectora: célula blanco. La gráfica muestra el 
porcentaje medio de lisis específica ± desviación 
estándar de dos a cuatro experimentos independientes. 
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alteró su resistencia a la acción de las células NK (Figura 31), los niveles de la enzima LDH 
medidos en el sobrenadante de los cultivos de NALM6 indicaban una mayor sensibilidad de 
estas células a la actividad lítica de las células NK tras la administración de BMP4. 
Para conocer los posibles mecanismos que subyacen a este incremento de la sensibilidad a 
la lisis inducido por BMP4, analizamos por PCR cuantitativa la expresión de diferentes 
ligandos activadores e inhibidores así como de la serpina PI9, en células leucémicas tras el 
tratamiento con BMP4. 
El análisis de los niveles de ARN mensajero de los ligandos para receptores de activación, 
tras administración de BMP4, mostró un importante incremento de éstos, en comparación 
con los niveles de expresión basales, en la línea NALM6. Interesantemente el efecto mayor 
de BMP4 se consiguió, en correlación con el ensayo funcional de citotoxicidad, con las dosis 
más bajas del morfógeno. Por el contrario, en la línea TOM1 dichos niveles se vieron 
reducidos, particularmente en el caso de los ligandos para NKG2D (Figura 32A). 
Respecto a las moléculas MHC-I tanto clásicas como no clásicas, los niveles de expresión 
medidos mediante citometría de flujo apenas se vieron modificados por la presencia de 
BMP4, ni en la línea NALM6 ni en TOM1 (Figura 32B). 
La expresión de PI9 en NALM6 siguió siendo prácticamente indetectable tras la adición de 
BMP4 (CTL: 0,7 ± 1,1; BMP4 0,01: 0,4 ± 0,4; BMP4 100: 0,1 ± 0,1). 
Figura 31: Efecto de la adición de BMP4 
sobre la susceptibilidad de las células 
leucémicas a la lisis mediada por las 
células NK. Células leucémicas fueron 
cultivadas con diferentes dosis de BMP4 
(0,01ng/ml; 100ng/ml) durante tres días 
y posteriormente enfrentadas a células 
NK, previamente estimuladas con IL12 
(10ng/ml) e IL15 (100ng/ml), en un 
ensayo de citotoxicidad. La gráfica 
muestra el porcentaje medio de lisis 
específica ± desviación estándar de dos a 
cuatro experimentos independientes 
(*p≤0,05; comparación frente a células 
leucémicas cultivadas en condiciones 
control). 
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Figura 32: Efecto de la adición de BMP4 sobre la expresión en células leucémicas de ligandos inhibidores y 
activadores para células NK. Células leucémicas fueron tratadas durante 3 días con diferentes dosis de BMP4 
(0,01ng/ml; 100ng/ml). (A) Análisis por PCR cuantitativa de los niveles de expresión de los ligandos activadores 
arriba indicados (valor control, 1). Las barras representan la media ± desviación estándar de tres experimentos 
independientes. (*p≤0,05; **p≤0,01; comparación frente a células leucémicas cultivadas en condiciones control). 
(B) Análisis por citometría de flujo de los ligandos inhibidores arriba indicados (valor control, 1). Las barras 
representan la media ± desviación estándar de dos a cinco experimentos independientes. 
Por tanto, la exposición de las células de la línea leucémica de bajo riesgo NALM6 a 
elevadas concentraciones de BMP4, como los que se observan en el nicho tumoral de 
pacientes de LLA de bajo riesgo, incrementaría los niveles de expresión de ligandos para 
receptores de activación de las células NK, lo que implicaría una mayor sensibilidad a la 
acción de éstas y, en consecuencia, a la acción del sistema inmunitario frente a la 
enfermedad. 
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6. EXPRESIÓN DE LIGANDOS PARA LOS RECEPTORES DE LAS CÉLULAS NK EN MUESTRAS 
PRIMARIAS DE LLA. RELEVANCIA DE LA EXPRESIÓN DE B7H6 EN EL CONTEXTO DE LA 
RECAÍDA LEUCÉMICA. 
6.1. Análisis de la expresión de ligandos para los receptores de las células NK en muestras 
primarias de LLA. 
Puesto que habíamos observado diferencias en la expresión de ligandos y, en consecuencia, 
de la susceptibilidad de las células leucémicas a la lisis mediada por las células NK, en 
función del riesgo de recaída e influido por la presencia de BMP4 en el medio, extendimos 
nuestro estudio a muestras primarias de LLA, con el fin de conocer si el comportamiento 
era similar al observado en las líneas celulares. 
Se analizó, en 57 muestras primarias de pacientes de LLA, la expresión de los ligandos para 
las células NK seleccionando para el estudio aquellos que mostraban mayores niveles en las 
líneas leucémicas. Así mismo se analizó la expresión de la serpina PI9 que, a diferencia de 
las líneas analizadas, presentaba una expresión elevada en las muestras primarias de 
pacientes de LLA. 
En primer lugar se compararon los niveles de expresión de los diferentes tránscritos entre 
aquellos pacientes diagnosticados de riesgo alto de recaída frente a aquellos con riesgo 
bajo/intermedio. Los datos mostraron un incremento significativo de la serpina PI9 en los 
pacientes con elevado riesgo de recaída, como puede observarse en la Figura 33A. Sin 
embargo, no se encontraron diferencias significativas en la expresión de los ligandos de los 
receptores de las células NK entre los dos grupos de pacientes (Riesgo alto vs Riesgo no 
alto: MICB 173,78 ± 34,11 vs 179,75 ± 58,99; ULBP3 29,93 ± 11,44 vs 15,30 ± 6,95; B7H6 
14,27 ± 3,31 vs 48,16 ± 40,06). 
Por otro lado, se compararon los niveles de expresión de dichos ligandos entre los 
pacientes con LLA que no recaían frente a los que sí lo hacían independientemente del 
diagnóstico inicial. No se observó una correlación entre recaída y menor expresión de MICB 
o ULBP3. Por el contrario, una expresión reducida del ligando B7H6 era evidente en las 
muestras de LLA de pacientes que recaían frente a aquellos que no lo hacían (Figura 33B) 
siendo incluso está diferencia significativa cuando eran considerados únicamente los 
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pacientes diagnosticados de LLA-B con riesgo intermedio/bajo que recayeron en la 
enfermedad frente a los que no recayeron (Figura 33C). 
 
 
 
 
 
 
Figura 33: Niveles de expresión de la serpina PI9 y del ligando para el receptor NKp30, B7H6, en muestras  de 
pacientes diagnosticados de LLA. Análisis mediante PCR cuantitativa de las moléculas indicadas en 57 pacientes 
con LLA. (A) Expresión de la serpina PI9 en pacientes con LLA, según el riesgo de recaída en la enfermedad 
(*p≤0,05; comparación frente a pacientes con riesgo bajo/intermedio de recaída). (B) Expresión del ligando B7H6 
en pacientes con LLA que recayeron frente a los que no lo hicieron. (C) Expresión del ligando B7H6 en pacientes con 
LLA de riesgo bajo o intermedio de recaída, que recayeron frente a los que no lo hicieron. 
6.2. La expresión del ligando B7H6 se encuentra reducida en pacientes con LLA-B 
catalogados de riesgo bajo/intermedio que recaen en la enfermedad. 
Los resultados obtenidos en el apartado anterior sugieren que B7H6 podría ser un factor 
diagnóstico indicativo de protección frente a recaídas. Para confirmar este resultado 
realizamos un análisis de los niveles de expresión de B7H6 dentro del grupo de pacientes de 
riesgo intermedio o bajo, en función de la mediana (6,14). Se establecieron así dos grupos, 
uno con niveles de B7H6 mayores de la mediana y otro con valores inferiores, y se estudió 
la incidencia de recaídas así como la supervivencia entre ambos. Interesantemente, se 
observaba que el grupo de pacientes con un valor de expresión del ligando menor al valor 
de la mediana presentan una mayor tendencia a sufrir recaídas (p=0,0033) (Figura 34A) así 
como una menor supervivencia global (81,82%±11,63%) frente al grupo de pacientes cuyo 
valor de B7H6 es superior a la misma (100%±0%) (Figura 34B). 
Si bien un mayor número de muestras sería necesaria para confirmar estos resultados, los 
obtenidos con esta cohorte inicial de pacientes sugieren que los niveles de expresión de 
B7H6 permitiría identificar un grupo de pacientes con mayor riesgo de recaída, dentro 
incluso del grupo diagno sticado de riesgo bajo/intermedio, que necesitarían recibir un 
tratamiento quimioterápico más agresivo. 
 Resultados 
 
117 
 
Figura 34: La expresión del ligando activador de las células NK, B7H6, define un grupo de pacientes con LLA con 
menor incidencia de recaídas. Estudio de la incidencia acumulada de recaídas (A) y del porcentaje de supervivencia 
(B) de pacientes con LLA en función de los niveles de expresión del ligando B7H6. Cálculo de las curvas según el 
modelo Kaplan-Meier y comparación entre ellas según el modelo Cox. Diferencias entre grupos con p≤0.05 fueron 
consideradas estadísticamente significativas. 
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7. CAMBIOS FENOTÍPICOS Y FUNCIONALES DE LAS CÉLULAS NK TRAS INTERACCIÓN CON 
LAS CÉLULAS LEUCÉMICAS. 
Diferentes trabajos en la literatura describen, en distintas neoplasias, una pérdida parcial 
de la funcionalidad de las células NK que las convierte en células poco eficaces para hacer 
frente al tumor. Nuestro siguiente objetivo fue analizar el perfil de receptores activadores e 
inhibidores de las células NK presentes en la médula ósea de pacientes de LLA en el 
momento del diagnóstico, así como las consecuencias de la interacción entre las células 
leucémicas y las células NK. 
7.1. Perfil fenotípico de las células NK presentes en la médula ósea de los pacientes con 
LLA. 
En el estudio realizado mediante citometría de flujo, se comparó el fenotipo de las células 
NK de los pacientes con riesgo bajo/intermedio de recaída, frente a aquellos con riesgo alto 
o que habían recaído en la enfermedad. 
Así, encontramos que los niveles de expresión de CD69 y de los receptores de activación 
NKp30 y NKp46 se encontraban disminuidos en células NK de pacientes con elevado riesgo 
de recaída, frente a los niveles exhibidos para estos mismos marcadores en células NK de 
pacientes de riesgo bajo. Esta reducción era aún más drástica cuando se analizaban las 
células NK de pacientes en el momento de la recaída. Por el contrario, la expresión de los 
receptores de inhibición KIR2DL2L3 y NKG2A se incrementó en estos mismos pacientes 
(Figura 35). Dado que resultados previos del grupo indicaban que la activación de la vía de 
señalización de BMP4 es un evento temprano necesario para la activación de las células NK, 
analizamos en estas mismas muestras la expresión del receptor BMPRIA. Como se observa 
en la Figura 35, las células NK de pacientes de LLA de alto riesgo o que recayeron 
presentaban una expresión del receptor para BMP4 reducida respecto a aquellas células NK 
de pacientes catalogados de riesgo bajo/intermedio. 
Estos datos sugerirían que en aquellos pacientes catalogados de alto riesgo o aquellos que 
habían sufrido recaídas, independientemente del grupo de riesgo, el grado de activación de 
las células NK sería menor y, en consecuencia, su eficacia para hacer frente al tumor estaría 
limitada. 
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Figura 35: Estudio del perfil fenotípico de células NK de la médula ósea de pacientes con LLA. Análisis por 
citometría de flujo de diferentes moléculas relacionadas con la funcionalidad de las células NK, en aspirados de 
médula ósea de pacientes diagnosticados de LLA de riesgo bajo o intermedio (n=7), pacientes con riesgo alto de 
recaída (n=5) y pacientes que recayeron (n=5). La gráfica muestra la media ± desviación estándar de los niveles de 
expresión de los diferentes marcadores referidos a los niveles de expresión en las células NK de médula ósea de los 
pacientes con riesgo bajo o intermedio de recaída (*p≤0,05; **p≤0,01; comparación frente a células NK de 
pacientes con riesgo bajo/intermedio de recaída). 
7.2. Las células NK modifican su patrón de expresión de receptores tras contacto con las 
células leucémicas. 
Con el fin de determinar si la presencia de las células leucémicas era responsable directa de 
los cambios observados en el perfil de expresión de receptores de las células NK, y puesto 
que el número de células NK recuperadas de los pacientes hacía inviable cualquier estudio 
funcional con ellas, llevamos a cabo una aproximación in vitro utilizando células NK de 
donantes sanos cultivadas con células de líneas leucémicas simulando lo que sucedería en 
el contexto de la enfermedad. 
Se establecieron así cocultivos de células NK de donantes sanos y las líneas leucémicas 
NALM6 y TOM1 a diferentes ratios célula NK: célula leucémica y durante diferentes tiempos 
de cultivo. 
El análisis por citometría de flujo reveló cambios en el fenotipo de las células NK. Así, la 
presencia tanto de la línea leucémica NALM6 (Figura 36A) como de TOM1 (Figura 36B) a 
ratios bajas, redujo la regulación positiva del marcador de activación celular CD25, 
especialmente tras contacto prolongado. Del mismo modo se observó una reducción en los 
niveles de expresión de los receptores NKp30 y NKG2D, que en el caso de este último fue 
mayor en presencia de NALM6. Junto a esta reducción en la expresión de los receptores de 
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activación, se produjo un incremento de los de inhibición, en particular de NKG2A, a 
tiempos prolongados de interacción con ambas líneas. 
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Figura 36: La presencia de células leucémicas modifica el perfil fenotípico de las células NK. Análisis mediante 
citometría de flujo de diferentes marcadores de superficie relacionados con la funcionalidad de las células NK, tras 
contacto durante dos y cuatro días con las líneas leucémicas NALM6 (A) y TOM1 (B), a diferentes ratios célula NK: 
célula leucémica. Las barras representan la media ± desviación estándar del porcentaje de células positivas para las 
diferentes moléculas estudiadas. Los histogramas muestran el porcentaje de células positivas para los marcadores 
que experimentan cambios más drásticos. Se han representado los datos correspondientes a entre dos y cuatro 
experimentos independientes (*p≤0,05; **p≤0,01; comparación frente a células NK cultivadas en condiciones 
control). 
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7.3. La presencia de la línea leucémica NALM6 reduce la expresión del receptor BMPRIA 
en las células NK. 
Como se describe en el apartado anterior, el estudio de las células NK de los pacientes 
indicaba una reducción en la expresión del receptor BMPRIA, que podría estar relacionada 
con una menor funcionalidad de estas células. Por ello y para completar el estudio anterior, 
analizamos también la expresión de este receptor en las células NK tras cultivarlas con la 
línea leucémica NALM6. Como se muestra en la Figura 37, cuando la activación de las 
células NK acontecía en presencia de las células leucémicas no se producía la regulación 
positiva del receptor para BMP4, BMPRIA, siendo este efecto más evidente en la ratio más 
alta. 
 
Figura 37: Reducción en la expresión del receptor BMPRIA en las células NK tras contacto con la línea leucémica 
NALM6. Estudio por citometría de flujo de los niveles de expresión del receptor BMPRIA en las células NK tras 
contacto durante dos días con la línea leucémica NALM6 a las ratios indicadas. Los datos mostrados corresponden 
a un experimento representativo de un total de 4 experimentos independientes, en los que se indica el porcentaje 
de células NK definidas en base a la expresión del marcador CD56. 
7.4. Los cambios fenotípicos en las células NK producidos como consecuencia del contacto 
con las células leucémicas provocan una reducción en la capacidad funcional de las 
primeras. 
Para confirmar si estos cambios en el fenotipo tendrían alguna repercusión funcional, se 
estudió la capacidad citotóxica así como la producción de IFNγ de las células NK tras 
contacto con las células leucémicas a las ratios y tiempos indicados. 
El análisis de la capacidad lítica de estas células frente a la línea K562 mostró una reducción 
progresiva de ésta a medida que se incrementaba la ratio célula NK: célula leucémica. Dicha 
reducción fue evidente tanto cuando se había cultivado previamente con la línea TOM1 
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como con la NALM6, si bien en este último caso se observaron cambios significativos con 
cualquiera de las ratios utilizados (Figura 38A). Asimismo, la producción de IFNγ fue 
significativamente menor en los cultivos de las células NK tras contacto con la línea 
leucémica NALM6 (Figura 38B). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 38: Disminución de la capacidad funcional de las células NK tras contacto con las células leucémicas. (A) 
Análisis de la capacidad citotóxica de las células NK frente a la línea tumoral K562, tras contacto de las primeras 
con las células leucémicas TOM1 o NALM6 durante dos días y a las ratios indicadas. La gráfica representa la media 
± desviación estándar de cuatro experimentos independientes. Se compararon las ratios célula efectora: célula 
diana 1:2, 1:1 y 1:0,6 encontrándose diferencias con una significación superior a 0,05 frente al control en las ratios 
célula NK: célula leucémica 0,5:1 y 1:1. (B) Determinación mediante ELISA de los niveles de producción de IFNγ por 
las células NK tras dos días de cultivo con la línea leucémica NALM6. Los datos muestras la media ± desviación 
estándar de tres experimentos independientes (*p≤0,05; **p≤0,01; ***p≤0,001; comparación frente a células NK 
cultivadas en condiciones control). 
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En la actualidad, cada vez son más numerosos los estudios que confirman la implicación de 
las células madre mesenquimales en el desarrollo y progresión de tumores sólidos y 
hematológicos. Estas células, procedentes de médula ósea entre otros tejidos, son atraídas 
hacia las zonas de formación tumoral, donde contribuyen a la creación de un 
microambiente específico que muchos autores han descrito como protumoral 
312
. Entre las 
diferentes funciones desempeñadas por estas células en el nicho tumoral destacan, como 
han descrito estos autores, la estimulación de la proliferación celular 
313
, el mantenimiento 
de la viabilidad 
314
 y la contribución a las capacidades migratoria 
315
, angiogenénica 
316
 y de 
evasión del sistema inmunitario de las células tumorales 
317
. Sin embargo, en oposición a 
estos resultados, otros grupos han demostrado el efecto antitumoral de las MSCs, 
destacando el estudio con un modelo animal de cáncer de mama en donde, además de 
observar una reducción en la capacidad proliferativa de las células tumorales, se observa 
una reducción significativa de las metástasis en pulmón 
318
. 
 
El porqué de estos resultados contradictorios puede explicarse por la diferente metodología 
empleada en los estudios, con distintos modelos tumorales y MSCs aisladas de diferentes 
tejidos. Sin embargo, resulta determinante a la hora de explicar estos resultados el hecho 
de que en la mayor parte de estos trabajos se han empleando MSCs aisladas de donantes 
sanos que presumiblemente pueden tener un comportamiento diferente a las MSCs 
procedentes de pacientes. En este sentido, la información presente en la literatura respecto 
al comportamiento de las MSCs aisladas de pacientes, concretamente de aquellos con 
enfermedades hematológicas, es muy limitada y se centra principalmente en conocer 
aspectos como su capacidad de proliferación, diferenciación y contribución al 
mantenimiento de la hematopoyesis, sin hacer hincapíe en un aspecto fundamental en la 
biología de estas células como es su potencial inmunomodulador. 
 
Por ello, en el presente estudio, nuestro primer objetivo fue conocer las diferencias 
biológicas de las MSCs aisladas de pacientes pediátricos con LLA, haciendo especial énfasis 
en sus propiedades inmunomoduladoras sobre la población de células NK, por ser los 
principales agentes antitumorales de que dispone el organismo para hacer frente a la 
transformación tumoral. 
 
Discusión 
 
128 
Una primera aproximación a este objetivo fue determinar la existencia de alteraciones en 
aspectos básicos que caracterizan a estas células como es la expresión de determinados 
marcadores de superficie y su capacidad de diferenciación. En este sentido, las células 
aisladas de la médula ósea de los distintos pacientes en el momendo del diagnóstico de la 
enfermedad y las de los donantes sanos, mostraron un fenotipo similar. En línea con estos 
resultados, aunque algunos estudios indican una reducción en la expresión de algunos 
marcadores en MSCs aisladas de pacientes con síndrome mielodisplásico 
319, 320
, la mayor 
parte de los trabajos no han encontrado ninguna alteración en el fenotipo convencional 
asignado a estas células, si bien hay que tener en cuenta que los marcadores que las 
definen son poco específicos 
321, 322
. 
 
Asimismo, en lo que respecta a la capacidad de diferenciación, los resultados obtenidos en 
este trabajo muestras que las MSCs aisladas de pacientes en el momento del diagnóstico no 
presentan cambios significativos en su capacidad de diferenciación adipogénica u 
osteogénica respecto a las MSCs de donantes sanos, si bien su capacidad para diferenciar a 
adipocitos se incrementa durante el curso de la enfermedad presumiblemente en relación 
con el tratamiento quimioterápico y recuperándose al finalizar el mismo 
323
. Los datos en la 
literatura en relación con el potencial de diferenciación de las MSCs aisladas de pacientes 
con patologías hematológicas son contradictorios. Así, mientras que algunos autores han 
reportado una menor capacidad osteogénica de las MSCs de pacientes con leucemia 
mieloide aguda y mieloma múltiple 
324-326
, la mayor parte de los trabajos describen la 
ausencia de alteraciones en el potencial de diferenciación de las MSCs de pacientes con 
patologías tales como síndrome mielodisplásico o linfoma Hodking y non-Hodking 
321, 322, 324
. 
Estos resultados podrían sugerir un comportamiento diferente de estas células 
dependiendo de la enfermedad o del estado de la misma, si bien no podemos descartar 
tampoco que las diferencias descritas se deban al menos en parte, a los diferentes 
protocolos utilados en los distintos trabajos para evaluar el potencial de diferenciación de 
estas células. 
 
Centrándonos en su capacidad inmunomoduladora, los resultados obtenidos tras los 
cocultivos con las células NK muestran, al contrario de lo observado para MSC-DS, la 
capacidad de las MSCs aisladas de los pacientes en el momento del diagnóstico, 
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concretamente de aquellos incluidos en los grupos de riesgo bajo/intermedio, de estimular 
la actividad lítica de las células NK, superando incluso los valores exhibidos por estas células 
activadas en condiciones control. En concordancia con la mayor capacidad funcional, estas 
células presentan una mayor expresión de granzima y perforina, así como de los receptores 
de activación NKG2D y NKp30. Asimismo, este incremento de la actividad citotóxica se vió 
acompañado por el aumento en los niveles de producción de IFNγ y TNFα, citoquinas 
proinflamatorias que median en el reclutamiento y activación de otras poblaciones 
celulares del sistema inmunitario. Estos efectos no se deben en ningún caso a una 
sensibilidad diferencial de las MSCs de donantes sanos y de pacientes a la lisis mediada por 
las células NK ya que exhiben similar susceptibilidad a la misma. Destaca finalmente que los 
cambios observados en las MSCs de los pacientes de LLA permanecen en ausencia de 
contacto con las células leucémicas. 
 
En oposición los resultados observados en los cultivos con las MSCs aisladas de pacientes 
con LLA de riesgo bajo o intermedio de recaída, las MSCs aisladas de los pacientes con LLA 
de mayor riesgo mostraron un comportamiento inmunosupresor similar al de MSCs de 
donantes sanos, reduciendo significativamente la capacidad lítica de las células NK. 
 
Los escasos estudios que analizan el potencial inmunomodulador de las MSCs aisladas de 
pacientes con diferentes patologías hematológicas se han centrado fundamentalmente en 
el impacto de estas sobre la funcionalidad T. Efectos inmunomoduladores similares a los 
descritos aquí sobre la población de linfocitos han sido descritos por otros grupos de 
investigación que apuntan que, a diferencia de las MSCs de donantes sanos, las MSCs de 
pacientes con diferentes enfermedades hematológicas son incapaces de bloquear la 
proliferación y activación de linfocitos T, manteniendo la expresión de los diferentes 
marcadores de activación en unos niveles similares a los que presentaban los linfocitos 
cultivados en ausencia de MSCs 
97, 99, 327, 328
. Únicamente el grupo de Conforti y 
colaboradores observó un comportamiento de las MSCs de pacientes con LLA similar al de 
las MSCs de donantes sanos, si bien en este estudio los cocultivos se realizaron con la 
población total de PBMCs de sangre periférica en lugar de linfocitos T purificados 
101
. 
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Por otro lado, en línea con estos resultados, los estudios realizados recientemente con 
MSCs de pacientes con síndrome mielodisplásico muestran ya diferencias en la capacidad 
proliferativa, supervivencia, capacidad de diferenciación osteogénica y producción de 
citoquinas entre pacientes con mejor pronóstico frente a los de peor pronóstico 
104, 110
. 
Entre estos estudios cabe destacar los resultados obtenidos por Wang y colaboradores que 
observaron, en correlación con nuestros resultados, como las MSCs aisladas de los 
pacientes con menor riesgo de recaída eran capaces de inducir la maduración de células 
dendríticas, estimulando su actividad, mientras que aquellas aisladas de pacientes de riesgo 
alto mantenían las células dendríticas en un estadio de diferenciación inmaduro que inducía 
tolerancia inmunitaria 
111
. 
 
En conjunto, estos resultados sugieren un comportamiento diferente de las MSCs de 
pacientes con enfermedades hematológicas dependiente del riesgo de recaída, lo que 
podría ser determinate en el control y progresion de la enfermedad. Así, las MSCs de 
pacientes con mejor pronóstico modificarían su capacidad inmunomoduladora para 
potenciar la acción del sistema immunitario y frenar el avance de la enfermedad. 
 
Adicionalmente, nuestros resultados muestran que, a medida que se avanza en el 
tratamiento de la enfermedad, las MSCs aisladas de los pacientes en estos momentos 
presentan progresivamente un comportamiento más semejante a las MSCs de donantes 
sanos y por lo tanto inmunosupresor. Estas observaciones parecen sugerir fuertemente que 
la adquisición de las propiedades inmunoestimuladoras de las MSCs del nicho medular son 
inducidas por la presencia de las células leucémicas y, por tanto, la renovación del 
componente estromático durante el tratamiento quimioterápico, ya sin la presencia de la 
leucemia, justificaría el cambio de comportamiento de las MSCs aisladas de los pacientes en 
estos momentos de la enfermedad o de pacientes recuperados fuera de tratamiento. En 
este sentido, nuestros resultados muestran cómo, ante la presencia de la línea leucémica 
NALM6, las MSCs aisladas de donantes sanos modifican su comportamiento 
inmunosupresor y son capaces de estimular la actividad citotóxica de las células NK de 
forma similar a como lo hacen las MSCs de pacientes con LLA. Estos cambios inducidos por 
la LLA se deben, al menos en parte, a una reducción en la producción del factor 
inmunosupresor TGF-β por parte de las MSCs. La capacidad de las MSCs de responder a la 
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presencia de las células tumorales ha sido descrita previamente por otros autores. Así, la 
presencia de células aisladas de pacientes con síndrome mielodisplásico estimula la 
producción de factores como VEGFA, LIF e IGFBP2 en las MSCs 
26
. Asimismo, las MSCs 
incrementan la producción de IL6, IL10 y HGF entre otros factores ante la presencia de 
células de mieloma múltiple 
329-331
. Sin embargo, ninguno de estos trabajos analiza cómo 
afectan estos cambios en el secretoma de las MSCs a su capacidad inmunomoduladora. 
 
El análisis de los mecanismos responsables del comportamiento inmunoestimulador de las 
MSCs de los pacientes con LLA reveló la implicación tanto de factores solubles como de 
moléculas mediadoras en la interacción célula-célula. En concordancia con la reducción de 
la producción de TGF-β por las MSCs de donantes sanos tras contacto con las células 
leucémicas, encontramos que las MSCs aisladas en el momento del diagnóstico 
presentaban también una producción reducida de esta citoquina. De manera similar, Zhao y 
colaboradores observaron este mismo hecho en MSCs aisladas de pacientes con síndrome 
mielodisplásico 
327
. TGF-β es una proteína perteneciente a la superfamilia del Factor de 
Crecimiento Transformante Beta producida por diferentes células y que desempeñan muy 
diversas funciones relacionadas principalmente con la respuesta inmunitaria. Regula la 
proliferación, diferenciación, apoptosis y migración de células del sistema inmunitario pero 
también de células tumorales, de ahí que su incremento, detectado en distintos tipos de 
cáncer, se haya relacionado con un mal pronóstico de la enfermedad. En esta línea, la 
activación de la vía de señalización TGF-β/Smad se ha observado como un mecanismo 
importante llevado a cabo por las células de leucemia linfoblástica aguda para evadir la 
acción de las células NK 
332
. Asimismo, también es responsable de la inducción de MMP-9, 
metaloproteinasa que participa en la degradación de la matriz extracelular favoreciendo el 
reclutamiento de las células madre leucémicas a la médula ósea en la leucémica mieloide 
crónica 
333
. 
 
Junto con TGF-β, los niveles de PGE2 también fueron significativamente inferiores en los 
sobrenadasntes de las MSCs de los pacientes con LLA. Esta prostaglandina es otro de los 
factores solubles ampliamente implicado en los efectos inmunosupresores de las MSCs 
180, 
181, 334
. Sus efectos incluyen entre otros, la reducción de la actividad citotóxica y producción 
de citoquinas de las células NK 
181
, además de bloquear la capacidad antitumoral de las 
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células dendríticas a través de un mecanismo mediado por IDO1 
334
. Por otro lado, PGE2 a 
través de su interacción con la enzima COX2 está implicada en la resistencia a las células 
leucémicas a la apoptosis, al incrementar la expresión de las proteínas anti-apoptóticas Bcl-
2 y Bcl-XL y reducir la de proteínas pro-apoptóticas 
335
. 
 
Por lo tanto, la producción reducida de TGF-β y PGE2 por las MSCs de los pacientes con LLA 
no solamente podría ser responsable de abolir los efectos inmunosupresores de las MSCs al 
menos sobre las células NK, sino que también podría reducir las posibilidades migratorias y 
de supervivencia de las células tumorales. 
 
Por otra parte, nuestros resultados muestran una producción incrementada por las MSCs 
aisladas de pacientes con LLA de diferentes factores proinflamatorios entre los que se 
incluyen la citoquina IL6, así como las quimioquinas IL8, CCL2, CCL5 y CXCL10. En línea con 
nuestros resultados otros autores también han encontrado mayores niveles de producción 
de estos factores por MSCs aisladas de pacientes con mieloma múltiple 
97, 98, 109, 329
, 
leucemia mieloide crónica 
305, 336
, leucemia mieloide aguda 
102, 337
, leucemia linfocítica 
crónica 
306, 338, 339
 y leucemia linfoblástica aguda 
304
. Estos trabajos sin embargo se han 
centrado principalmente en el análisis del impacto directo del incremento de estos factores 
en la supervivencia, proliferación, migración e invasión de las células tumorales sin abordar 
su relevancia  en la respuesta inmunitaria de estos pacientes 
304-306, 329, 336, 338, 340-346
. 
 
IL6 es una citoquina pleiotrópica, producida entre otros tipos celulares por las MSCs. Esta 
citoquina es capaz de actuar sobre diferentes células del sistema inmunitario como 
monocitos, linfocitos T y linfocitos B 
347
. En relación a su papel sobre las células NK, se ha 
descrito su capacidad para incrementar la actividad lítica y tasa proliferativa de estas células 
348, 349
. Más recientemente Lin y colaboradores han descrito que la presencia de IL6, en 
combinación con IL15, es capaz además de inhibir el efecto inmunosupresor de TGF-β y 
recuperar la capacidad lítica de las células NK 
350
. En este sentido, si bien nuestros 
resultados apuntan niveles de expresión de IL15 similares entre las MSCs de pacientes y de 
donantes sanos, una producción significativamente incrementada de IL6 por las primeras 
podría favorecer la reducción de TGF-β observada en nuestro estudio y por lo tanto el 
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incremento de la actividad lítica de las células NK en presencia de las MSCs aisladas de los 
pacientes. 
 
Asimismo, las quimioquinas CCL2 y CXCL10 aquí analizadas participan en el reclutamiento 
de diferentes células del sistema inmunitario al nicho tumoral; sin embargo, los estudios 
referidos a su efecto sobre la funcionalidad de estas poblaciones son muy escasos. En esta 
línea, Zhou y colaboradores han descrito que MSCs aisladas de médula ósea de donantes 
sanos son capaces de incrementar, a través de un mecanismo mediado por CCL2, la 
proliferación de linfocitos T CD4
+
 y CD8
+
 cuando la ratio MSC: célula respondedora es baja 
351
. Los resultados descritos en el presente trabajo ponen de manifiesto una producción 
significativamente incrementada de CCL2 por las MSCs de los pacientes con LLA, lo que 
podría favorecer su capacidad inmunoestimuladora en el contexto de la leucemia. 
 
La producción de IL7 y CXCL12 se encontró significativamente reducida en las MSCs de los 
pacientes de LLA. Ambas citoquinas participan en la homeostasis hematopoyética 
regulando el mantenimiento y la diferenciación de los progenitores hematopoyéticos hacia 
los diferentes linajes incluyendo el linaje B 
39, 352
. Por lo tanto, la producción reducida de 
estos factores en la médula ósea de los pacientes de LLA podría explicar al menos en parte, 
la ventaja de la supervivencia de las células leucémicas frente a los progenitores 
hematopoyéticos descrita por nuestro grupo 
323
. Resultados similares a lo descrito en este 
trabajo para CXCL12 han sido reportados por el grupo de Van der Berk en una cohorte de 
151 pacientes de LLA y por el grupo de Bhatia en pacientes de leucemia mieloide crónica. 
Según estos trabajos la reducción en los niveles de CXCL12 en la médula ósea es 
consecuencia directa de la presencia de la leucemia y provoca un drástico incremento en la 
producción de G-CSF. Esta condición sería responsable de la migración de las células 
tumorales desde la médula ósea hacia otros tejidos como el bazo, donde sus niveles de 
CXCL12 aparecen incrementados favoreciendo así la metástasis 
353, 354
. 
 
Los mecanismos que subyacen al comportamiento inmunomodulador diferencial de las 
MSCs de pacientes de LLA respecto a las MSCs de donantes sanos incluyen, junto con los 
cambios en los factores solubles antes descritos, variaciones en el patrón de expresión de 
diferentes moléculas de membrana. Concretamente, las MSCs de los pacientes exhiben un 
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incremento en los niveles de expresión de las moléculas coestimuladoras CD40 y CD86, así 
como una reducción en los ligandos de PD-1, PD-L1 y PD-L2, lo que correlaciona con la 
pérdida de su capacidad inmunosupresora. Por el contrario, no observamos ninguna 
modificación en la expresión de HLA-DR en estas células que siguieron siendo 
mayoritariamente negativas al igual que las MSCs de donantes sanos. Si bien la ausencia de 
moléculas del Complejo de Histocompatibilidad de Clase II es una característica típica de las 
MSCs, bajo determinados condicionamientos como es el pretratamiento con IFNγ, se 
induce su regulación positiva pudiendo llegar a actuar, según algunos autores, como 
verdaderas células presentadoras de antígeno 
355, 356
. Sin embargo, en correlación con 
nuestros resultados, tampoco ha sido descrita hasta el momento la regulación positica de 
las moléculas de HLA-II en el estroma medular de otras patologías hematológicas. Por el 
contrario, la regulación positiva de la expresión de la molécula coestimuladora CD40 
observada en las MSCs de LLA, ha sido también descrita en células del estroma medular en 
otros modelos de enfermedades hematológicas como mieloma múltime o linfoma de zonas 
marginales 
109, 357
. Aunque hasta el momento no ha sido estudiado directamente su impacto 
en la capacidad inmunomoduladora de las MSCs, la interacción de estas a través de CD40 
con diferentes células del sistema inmunitario que expresan el ligando CD40L, promovería 
la activación de la respuesta inmune contra el tumor. En este sentido, ha sido descrito que 
la vía dependiente de CD40 es también funcional en células NK efectoras in vivo tras la 
activación con estímulos que incluyen entre otros, células tumorales 
358
. 
 
En relación con el eje PD-1/PD-L1, su marcado carácter inmunosupresor determina su 
implicación en el desarrollo de procesos tumorales como un mecanismo de las células 
tumorales para evadir la respuesta inmunitaria del organismo. Así, la activación de la 
señalización PD-1/PD-L1 conduce a la inactivación de las células NK en mieloma múltiple 
donde la reducción de la funcionalidad de estas células se ha asociado a un incremento en 
la expresión de PD-1 en membrana, favoreciendo la interacción con los ligandos 
158, 359
. 
Igualmente, el bloqueo de dicha interacción tanto in vitro como in vivo es responsable del 
aumento de la capacidad citotóxica de las células NK contra las células tumorales 
158, 360
. 
Precisamente, la implicación del eje PD-1/PD-L1 ha sido relacionada en diferentes trabajos 
con la inmunosupresión inducida por las MSCs sobre los linfocitos T 
361
. Por tanto, la 
regulación negativa de la expresión de los PD-Ls observada en las MSCs de los pacientes de 
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LLA podría tener un impacto positivo en la función de las células NK de dichos pacientes 
contribuyendo así a la eliminación del tumor. 
 
En relación a la expresión de los TLRs en las MSCs, su expresión basal varía dependiendo del 
origen de dichas células, siendo característica en el caso de MSCs aisladas de médula ósea, 
la expresión de TLR3 y TLR4 
362
 (nuestros resultados). Diferentes trabajos han puesto de 
manifiesto el papel de estos receptores en la respuesta de las MSCs ante diferentes 
estímulos de daño ya que la estimulación de los mismos parece regular el reclutamiento, la 
migración y las capacidades inmunomoduladoras de las MSCs en reparación tisular, proceos 
inflamatorios, infecciones o cáncer 
363, 364
. En este sentido, la estimulación a través de TLR4 
promueve la supervivencia e induce la producción de citoquinas y quimioquinas 
proinflamatorias por las MSCs bloqueando su actividad inmunosupresora y restaurando asi 
una respuesta inmune eficaz en diferentes condiciones patológicas 
64, 82, 363, 364
. Asimismo, 
ha sido descrito que la estimulación de las MSCs a través de TLR4, en un microambiente 
inflamatorio, induce la expresión de moléculas coestimuladoras como CD40 
362
. En 
correlación, nuestros resultados indican que las MSCs de pacientes de LLA exhiben una 
expresión significativamente incrementada de TLR4 pero no de otros TLRs (incluyendo 
TLR3) respecto a las MSCs aisladas de donantes sanos y, como se ha mencionado 
anteriormente, expresan asimismo moléculas como CD40 relevantes para su función 
inmunoestimuladora. Presumiblemente este conjunto de cambios dotaría a las MSCs de 
propiedades antitumorales como ha sido sugerido por Waterman y colaboradores 
utilizando un modelo de ratón de cáncer de ovario. Los autores en este trabajo demuestran 
cómo la inyección de MSCs estimuladas vía TLR4, denominadas MSC1 o proinflamatorias, 
inhibe el crecimiento tumoral mientras que, por el contrario, la inyección de células 
estimuladas vía TLR3 o MSC2/antiinflamatorias favorecía el desarrollo, migración e invasión 
de las células tumorales 
82
. Asimismo, Lu y colaboradores describen un incremento en la 
expresión de TLR4 en MSCs aisladas de la médula ósea de pacientes de leucemia mieloide 
aguda y cáncer de pulmón. En este caso sin embargo, los autores sugieren que este 
incremento de la señalización TLR4 estaría relacionado con una inhibición de la actividad 
citotóxica de las células NK 
183
. 
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Nuestros resultados indican una cinética paralela entre la expresión de TLR4 y el ligando 
para Notch1, Jagged-1, en las MSCs de los pacientes de LLA a lo largo de la enfermedad. 
Ambos alcanzan una expresión máxima en las MSCs aisladas en el momento del 
diagnóstico. La interacción entre las vías de señalización TLR4 y Notch1 ha sido descrita enn 
diferentes tipos celulares y en la mayoría de los sitemas estudiados la estimulación de la 
señal Notch1 modula la producción de citoquinas proinflamatorias en respuesta a la 
estimulación con LPS 
365
. Más controvertidos son los resultados en relación con las MSCs ya 
que, mientras que el grupo de Liotta describe que la estimulación tanto de la vía de 
señalización TLR3 como TLR4 provoca una regulación negativa de Jagged-1 en las MSCs 
64
, 
Waterman y colaboradores demuestran, en concordancia con nuestros resultados, un 
incremento paralelo de ambas vías y en consecuencia la adquisición de un fenotipo 
proinflamatorio MSC1 
82
. En apoyo a estos resultados, nuestros datos muestran que la 
inhibición de la vía Notch1, relevante para la función NK 
307, 309
, provoca la neutralización de 
los efectos inmunoestimuladores de las MSCs de los pacientes, lo que sugiere que al menos 
parcialmente, Jagged-1 está implicado en la capacidad de las MSCs aisladas en el momento 
del diagnóstico para estimular la actividad antitumoral de las células NK. 
 
El conjunto de cambios observados en las MSCs de los pacientes de LLA de riesgo bajo o 
intermedio en el momento del diagnóstico estaría entonces dirigido a potenciar su 
actividad antitumoral induciendo una respuesta inmune más eficaz. Estos resultados 
sugieren que estas células del microambiente también contribuyen a la característica clínica 
de enfermedad con bajo riesgo de recaída dando así una nueva perspectiva a la implicación 
del microambiente tumoral en el desarrollo de la leucemia linfoblástica aguda. Trabajos 
publicados en los últimos años en el campo de los tumores sólidos, subrayan el papel crítico 
del sistema inmunitario del paciente a la hora de modular la progresión tumoral. Así, 
diferentes ensayos clínicos se han encamidao a evaluar el valor pronóstico y predictivo del 
infiltrado inmune en el contexto del tumor sólido, conocido como immunoscore 
366, 367
. Los 
resultados obtenidos se están traduciendo ya en la inclusión de biomarcadores inmunes 
como herramienta para predecir el pronóstico y la respuesta a la terapia, de manera 
independiente a los factores pronósticos histopatológicos clásicos 
368, 369
. Los resultados 
obtenidos en nuestro trabajo con las MSCs de pacientes de LLA de bajo riesgo versus riesgo 
alto, como elementos del microambiente capaces de modular la respuesta inmune, van en 
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esta misma dirección, si bien se requiere desarrollar los estudios sobre una cohorte de 
pacientes mayor para evaluar su valor pronóstico y predictivo. 
 
En los últimos años, cada vez un mayor número de trabajos destacan la importancia de la 
vía de señalización BMP en el desarrollo tumoral, habiéndose descrito, como ya hemos 
señalado en apartados anteriores, efectos tanto pro- como antitumorales. La mayor parte 
de estos trabajos sin embargo, se han centrado en el estudio del impacto directo de las 
BMPs sobre la población de células tumorales, sin analizar sus efectos sobre otros 
componentes celulares presentes en el contexto tumoral. En este sentido, nuestro grupo ha 
demostrado la relevancia de BMP4 en la funcionalidad de distintas células del sistema 
inmunitario 
251, 255, 256
 que forman parte del microambiente tumoral. 
 
En este trabajo analizamos la expresión de los diferentes componentes de la vía de 
señalización BMP2/4 en las MSCs de los pacientes como una primera aproximación al 
estudio de la implicación de la misma en la adquisición de las propiedades 
inmunoestimuladores de estas células estromáticas. Como muestran nuestros resultados, 
tanto las MSCs aisladas de donantes sanos como de pacientes de LLA (tanto en el momento 
del diagnóstico como a distintos tiempos a lo largo del tratamiento), expresan todos los 
componentes necesarios para la activación de la vía sin que existan diferencias reseñables 
en los niveles de expresión génica para receptores, proteínas Smads o proteínas Ids en las 
diferentes muestras. 
 
Un hallazgo importante de nuestro trabajo fue el hecho de que las MSCs de los pacientes, 
concretamente aquellas aisladas en el momento del diagnóstico, produjeran grandes 
cantidades del ligando BMP4 en comparación con las muestras de donantes sanos y del 
grupo de pacientes de alto riesgo. Esta producción se reduce a medida que se avanza en el 
tratamiento de la enfermedad, describiendo una cinética que correlaciona con los cambios 
en las propiedades inmunomoduladoras descritas anteriormente. Este incremento de BMP4 
observado podría ser consecuencia del perfil proinflamatorio de las MSCs de estos 
pacientes. En este sentido, ha sido descrita la inducción de la expresión de BMPs en 
distintos tipos celulares tras estimulación con diferentes citoquinas proinflamatorias como 
IL1β, TNFα o IL6 así como tras activación de la vía de señalización TLR 
370-372
, señales todas 
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ellas incrementadas en las MSCs de los pacientes de LLA como ya hemos comentado 
anteriormente. 
 
Otros autores han encontrado este mismo aumento en la producción de BMPs por parte de 
células del estroma en pacientes con leucemia mieloide aguda y con carcinoma de ovario 
265, 373, 374
, si bien en estos casos no se analizaron las posibles diferencias entre pacientes de 
riesgo bajo/intermedio de recaída y pacientes de riesgo alto, ni se determinó su implicación 
en la función de estas células en el contexto tumoral. En nuestro estudio, el tratamiento de 
las MSCs de los pacientes con DMH1, un inhibidor específico de la vía canónica de la 
señalización BMP2/4, bloqueó la capacidad de estas para estimular la funcionalidad de las 
células NK. Además, la adición exógena de BMP4 a MSCs de donantes sanos incrementó la 
expresión de Jagged-1 y de moléculas coestimuladoras recreando parcialmente el fenotipo 
de las MSCs de los pacientes. 
 
Estos resultados sugieren que BMP4 podría ser otro factor adicional que contribuye a la 
adquisición de las propiedades inmunomoduladoras diferenciales de las MSCs de los 
pacientes de LLA de riesgo bajo o intermedio de recaída. 
 
En línea con estos datos, nos planteamos si BMP4, además de contribuir a la capacidad 
inmunomoduladora de las MSCs del estroma medular, podría estar ejerciendo acciones 
sobre la población de células leucémicas, favoreciendo o inhibiendo su escape a la acción 
del sistema inmunitario. 
 
Los análisis de expresión génica de los distintos componentes de la vía BMP en dos líneas 
de LLA, NALM6 y TOM1, de riesgo bajo y alto respectivamente, pusieron de manifiesto 
diferencias entre ellas que podrían sugerir una activación diferencial de dicha vía 
dependiendo del riesgo de recaída de la leucemia como fue sugerido previamente por 
nuestro grupo 
375
. Así, en la línea leucémica de riesgo alto TOM1 encontramos niveles de 
expresión elevados para el receptor ActRIA pero muy bajos o indetectables para los 
receptores BMPRIA y BMPRIB. Asimismo, se observó una expresión muy reducida en los 
niveles de la proteína BR-Smad Smad1, en paralelo a la elevada expresión de la Smad 
inhibidora Smad6 y altos niveles deantagonista soluble Noggin. Estos resultados podrían 
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sugerir que en leucemias de alto riesgo, como es la línea TOM1, la vía de señalización 
canónica de BMP4 está inhibida. Por el contrario, el análisis de los componentes en la línea 
de bajo riesgo NALM6, mostró niveles mayores de expresión del receptor BMPRIA y de la 
proteína transductora de la señal Smad1 que, junto a la ausencia de Noggin, sugería que en 
esta línea BMP4 señalizaría principalmente a través de la ruta canónica. En este sentido, 
mientras que la línea LLA TOM1 fue refractaria a la adición de BMP4, la línea NALM6 mostró 
una reducción significativa de su tasa proliferativa en respuesta a la presencia del factor en 
el medio de cultivo. 
 
Diferencias en la expresión de los componentes de la vía BMP en células leucémicas se han 
correlacionado previamente con el pronóstico de la enfermedad. Concretamente, en 
células mononucleares aisladas de sangre periférica de pacientes de LLC tipo B se 
detectaron mayores niveles de expresión de los receptores BMPRIA, BMPRIB y BMPRII en 
aquellos pacientes con peor pronóstico 
274
. Asimismo, en pacientes de leucemia mieloide 
crónica una peor supervivencia se ha correlacionado también con un incremento en la 
expresión de BMPRIB junto con una reducción de Smad1, Smad4, Smad6 e Id2 en las células 
mononucleares de médula ósea 
265
. Por el contrario, y en consonancia con los resultados 
obtenidos en este trabajo con las líneas LLA de bajo y alto riesgo, los estudios en pacientes 
con leucemias agudas, tanto de origen linfoide como mieloide, muestran la asociación entre 
un incremento en la expresión de los receptores BMPRIA, BMPRIB y BMPRII y una mejor 
respuesta al tratamiento, junto con un menor riesgo de recaída en la enfermedad 
273, 375
. 
Datos de nuestro grupo sugieren así mismo una correlación entre la señalización activa de 
la vía canónica para BMP2/4 en la célula leucémica y un pronóstico favorable de los 
pacientes de LLA 
376
. 
 
Diferencias en la regulación de la proliferación y supervivencia celular por BMP4 también 
han sido descritas por otros grupos de investigación en diferentes tumores hematológicos. 
Concretamente, los estudios realizados por Takahashi y colaboradores mostraron cómo la 
estimulación exógena con BMP4 reducía la capacidad proliferativa de la línea celular de 
linfoma-B Daudi, al igual que habíamos observado nosotros con NALM6; mientras que en 
otras líneas celulares, entre ellas la línea LLA-T DND-41 y la línea LMA NB4, como ocurría 
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con TOM1, no se observó ningún efecto. Por el contrario, en las líneas LLA-T Jurkat y KOPT- 
K1 y la línea de linfoma-B TMD8, la adición de BMP4 estimuló su proliferación 
294
. 
 
Esta diferente respuesta a la estimulación con BMP4 puede deberse a la expresión 
difernecial de los distintos receptores, que condicionan la afinidad por el ligando así como 
la señal que se transduce, pudiendo inducir una respuesta diferente. Asimismo, diferentes 
autores han atribuido estas diferencias en la respuesta de las células tumorales al 
morfógeno a la existencia de diferentes clones celulares dentro de la población total que 
responderían de manera distinta. Ya a mediados de los años 50 surgió la teoría de la 
existencia de una subpoblación de células tumorales indiferenciadas dentro de la masa 
tumoral, responsables de iniciar el desarrollo tumoral. Sin embargo, no fue hasta 1994 que 
no se confirmó la presencia de dichas células, denominadas células madre leucémicas, en 
un modelo murino de leucemia mieloide aguda desarrollado por Lapidot y colaboradores 
377
. Posteriormente, a raíz de este descubrimiento, muchos estudios han confirmado la 
existencia de esta subpoblación de células madre tumorales en diferentes tumores sólidos y 
hematológicos 
378
. Resultados preliminares de nuestro grupo muestran que entre un 2-4% 
de la población total de células de la línea leucémica NALM6 son negativas en un ensayo 
típico con Vybrant® DyeCycle™ Violet Stain, pudiendo constituir esta la población de LSCs. 
La adición exógena de BMP4 incrementó el número de LSCs presentes en el cultivo, 
reduciendo el resto de la población. Estudios de viabilidad y de proliferación celular 
sugieren que BMP4 tiene un efecto diferencial dependiente del estado de diferenciación de 
las células leucámicas, inhibiendo la proliferación de la población leucémica mayoritaria 
LSC¯ y estimulando la de las células más diferenciadas LSC, responsables del mantenimiento 
de la LLA. Resultados similares han sido obtenidos por otros grupos de investigación en 
estudios en carcinoma de ovario, donde la presencia de BMP2 producido por el estroma 
tumoral incrementó el porcetaje de células ALDH
+
, al aumentar su capacidad proliferativa 
373
. Por el contrario, en glioblastoma, los elevados niveles de BMP producidos por las células 
del estroma favorecen la diferenciación de las CSCs. En respuesta a este efecto, estas 
células producirían grandes cantidades de Gremlin1 que bloquería la acción de las proteínas 
BMP, manteniendo su fenotipo indiferenciado y facilitando las recaídas en la enfermedad 
286
. 
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La progresión de la célula tumoral en el individuo exige su adaptación al entorno agresivo 
que representa el sistema inmunitario. En los últimos 15 años este concepto de 
inmunovigilancia propuesto muchas décadas atrás, ha sido adaptado y refinado dando lugar 
a una teoría llamada immunoediting 
379, 380
. Se trata de un proceso dinámico que 
transcurriría en tres etapas. En una primera fase conocida como eliminación, las células de 
la inmunidad innata y adaptativa son reclutadas al lugar de la inflamación donde eliminan 
los primeros clones de células transformadas. Aquellos clones capaces de sobrevivir a la 
acción del sistema inmunitario entran en una fase de equilibrio mediada por células de la 
inmunidad adaptativa, en la que su proliferación está controlada pudiendo mantenerse en 
esta etapa durante años. Finalmente, las células tumorales pueden escapar al control del 
sistema inmunitario y proliferar conduciendo al estadio en el que el tumor es clínicamente 
identificable. Este escape puede estar mediado por distintos mecanismos que incluyen 
entre otros, resistencia incrementada al reconocimiento de las células tumorales por el 
sistema inmunitario (menor inmunogenicidad) y, por lo tanto, a la lisis por las células 
efectoras y, al desarrollo de un microambiente tumoral inmunosupresor que favorecería la 
progresión tumoral 
381
. 
 
Como se señala en el apartado Introducción de este trabajo, las células NK juegan un papel 
fundamental en la eliminación de las células tumorales. Estas células de la inmunidad innata 
no reconocen células tumorales per se, sino que como en otros contextos como el de 
infecciones víricas detectan cambios en la célula blanco, de los niveles de expresión de 
moléculas del HLA-I o la regulación positiva de ligandos para sus receptores activadores 
NKG2D o NCRs, activando entonces su maquinaria lítica contra la célula tumoral y la 
producción de citoquinas que promueven la respuesta inmune adquirida. Sin embargo, las 
células tumorales desarrollan estrategias directas e indirectas que progresivamente pueden 
contrarrestar la acción de estos efectos antitumorales. En este sentido, producen factores 
solubles con función inmunosupresora entre los que se incluyen IDO, PGE2 o TGF-β 
160, 382
. 
Así, en glioblastoma, las células tumorales producen grandes cantidades de TGF-β que 
reducen la expresión del receptor NKG2D, a la vez que liberan al medio LDH, induciendo la 
expresión de los ligandos para dicho receptor en células mieloides que infiltran el tumor, 
comprometiendo la función de las células NK 
382
. 
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Dentro de las enfermedades hematológicas, uno de los mecanismos más usados por las 
células leucémicas para evadir la acción de las células NK es la reducción de la expresión de 
los ligandos para NKG2D en la membrana, bien por metilación, como se ha observado en 
leucemia mieloide aguda 
173
, bien por su liberación directa al medio o a través de exosomas 
169
. En este sentido, el incremento de ligandos para NKG2D solubles observado en pacientes 
con leucemia se ha demostrado que es responsable de la reducción en la expresión del 
receptor NKG2D en las células NK, relacionándolo con una peor supervivencia a la 
enfermedad 
170
. Asimismo, Reiners y colaboradores comprobaron cómo el aumento de 
BAG6/BAT3, ligando para el receptor NKp30, en el suero de pacientes con leucemia 
linfoblástica crónica reducía la actividad citotóxica de las células NK, asi como la expresión 
de CD16 y CD56 en su superficie 
383
. 
Por otro lado, las células leucémicas incrementan la expresión de moléculas HLA clásicas y 
no clásicas, que interaccionan con receptores de inhibición de las células NK 
174, 176
. Entre 
ellas destaca la molécula HLA-G que puede presentarse de forma soluble o unida a 
membrana y cuyos niveles se han encontrado incrementados en diferentes tumores 
hematológicos como leucemia mieloide aguda, leucemia linfocítica crónica y mieloma 
múltiple, comprometiendo la funcionalidad de células NK y linfocitos T CD8
+
 
175, 384-387
. 
En nuestro modelo, nos plateamos si la producción incrementada de BMP4 por el estroma 
de la médula ósea de los pacientes de LLA, podía modificar la susceptibilidad a la lisis 
mediada por las células NK. Nuestros resultados muestran que las células NK son capaces 
de lisar a las células de la línea leucémica NALM6 y que además dicha susceptibilidad se ve 
incrementada tras la adición exógena de BMP4. Como mecanismo mediador de estos 
cambios en la susceptibilidad de las células, observamos que la estimulación con BMP4 
incrementaba de manera significativa la expresión de los ligandos para los receptores 
NKG2D y NKp30, MICB, ULBP3 y B7H6 respectivamente sin afectar a la expresión de las 
moléculas HLA-A,B,C, HLA-G y HLA-E, ligandos de los receptores inhibidores. Por otro lado, 
al igual que ocurría en el estudio de proliferación y viabilidad, la presencia de BMP4 no 
indujo ningún cambio significativo en la expresión de los diferentes ligandos en la línea de 
alto riesgo TOM1, que además resultó ser resistente a la lisis mediada por estas células. 
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Por tanto, estos resultados apuntan por primera vez, un papel de BMP4 en la elimicación de 
las células leucémicas de LLA de bajo riesgo induciendo su sensibilidad a la lisis mediada por 
células NK. Estos resultados sugieren además diferencias en la respuesta inmunitaria 
dependiendo del riesgo de recaída en la enfermedad y un papel relevante de BMP4 en la 
modulación de esta. El estudio en muestras primarias, tanto de la expresión de los ligandos 
para las células NK como de la serpina PI9, inhibidora de la granzima B, confirma este 
extremo. En este sentido, observamos los mayores niveles de expresión de PI9 en las 
células de los pacientes incluidos en el grupo de alto riesgo. Presumiblemente las células 
tumorales de estos pacientes presentarían una mayor resistencia a la lisis mediada por 
células NK al ser capaces de contrarrestar la acción de la granzima B favoreciéndose así la 
progresión del tumor En línea con estos resultados, Ray y colaboradores observaron un 
incremento de dicha serpina en líneas celulares de cáncer de próstata, incremento que 
según los autores, favorecería la progresión tumoral 
388
. La interacción B7H6-NKp30 induce 
la activación de la célula NK facilitando su acción lítica sobre la célula blanco. De esta forma, 
la expresión del ligando activador B7H6 correlacionaría con un mejor pronóstico de la 
enfermedad, como se ha observado en estudios realizados en cáncer de ovario 
144
. En 
nuestro estudio observamos una reducción en la expresión de B7H6 en las células 
leucémicas de los pacientes que habían recaído en la enfermedad, especialmente en 
aquellos que inicialmente habían  sido incluidos en los grupos de riesgo bajo o intermedio. 
En consecuencia, si bien es necesario corroborar estos datos en un mayor número de 
pacientes, el análisis de la expresión de este ligando en el momento del diagnóstico de la 
enfermedad podría identificar a un grupo de pacientes que si bien, en base a otros 
características se incluyen en grupos con menor riesgo de recaída recibiendo un 
tratamiento menos agresivo, deberían adscribirse al grupo de riesgo alto, recibiendo un 
tratamiento más eficaz. Asimismo, esta menos expresión del ligando podría venir 
determianda por una  reducción en los niveles de BMP4 en el microambiente medular de 
estos pacientesen comparación con otros del grupo de riesgo bajo/intermedio que no 
hubiesen recaído, si bien esto no ha sido confirmado hasta el momento. 
En lo que se refiere a los ligandos para NKG2D, MICA/B y ULBPs, en nuestra cohorte de 
pacientes no se encontraron diferencias significativas entre los diferentes grupos según 
riesgo de recaída. Torelli y colaboradores, en un estudio similar, analizaron la expresión de 
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los ligandos para NKG2D y DNAM1 en blastos de pacientes de LLA pediátricos y adultos, 
encontrando los mayores niveles de expresión de los ligandos ULBP1, ULBP3 y Nec-2 en 
aquellos pacientes que presentaban la translocación BCR-ABL, sobre todo cuando se 
comparaban con LLA sin alteraciones genéticas 
138
. Diferentes estímulos que conlleván 
estrés y daño celular son los responsables de la regulación positiva de los ligandos para 
NKG2D en las células. En este sentido, la translocación BCR-ABL exhibida por las células de 
estos pacientes de LLA justificaría esta mayor expresión de los ligandos sin que ello 
represente probablemente ya una ventaja relevante para el individuo puesto que, otros 
aspectos intrínsecos a la célula, van a favorecer la progresión tumoral. 
En paralelo al análisis de los niveles de expresión de los diferentes ligandos, estudiamos el 
patrón de expresión de los receptores de las células NK que infiltran la médula ósea de los 
pacientes, observando que las células de aquellos pacientes incluidos en el grupo de riesgo 
alto reducían la expresión de los receptores de activación NKp30 y NKp46, a la vez que 
incrementaban la de los receptores inhibidores NKG2A y KIR2DL2L3. Asimismo, observamos 
que dichas alteraciones se incrementaron en el caso de los pacientes que habían recaído en 
la enfermedad, con independencia del grupo de riesgo al que fuesen asignados en el 
momento del diagnóstico. Dichos resultados, junto con la ausencia del ligando B7H6 en las 
células leucémicas de dichos pacientes, sugieren una capacidad reducida deactuación de las 
células NK en este contexto que conllevaría una menor eliminación de las células tumorales, 
y en consonancia una evolución de la enfermedad menos favorable. Otro cambio que 
apoyaría esta menor capacidad funcional de las células NK de pacientes con un peor 
pronóstico es la reducida expresión del receptor BMPRIA, ya que como ha sido descrito por 
nuestro grupo, la vía de señalización BMP2/4 es fundamental en la adquisición de las 
capacidades funcionales de las células NK. Otros autores han descrito también la inhibición 
de la capacidad funcional de las células NK, por reducción de los receptores de activación 
en pacientes con leucemia linfocítica crónica, leucemica mieloide aguda y síndrome 
mielodisplásico, confirmando además su relación con la evolución de la enfermedad 
165-168
. 
La implicación directa de las células leucémicas en estos cambios observados en la 
expresión de los receptores responsables de la funcionalidad de las células NK se pone de 
manifiesto en los estudios de cocultivos célula NK: célula leucémica. Nuestros resultados 
muestran cómo en presencia de las células leucémicas, las células NK reducen la expresión 
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de receptores de activación e incrementan la de receptores de inhibición, de manera 
dependiente al tiempo de cultivo y al número de células presentes en él. Sin embargo, 
observamos que estos cambios afectaban sobre todo a aquellas células que habían estado 
cultivadas con la línea de bajo riesgo NALM6, en comparación a las que se cultivaron en 
presencia de TOM1. Asimismo, la presencia de las células leucémicas redujo la expresión 
del receptor BMPRIA en la superficie de las células NK, confirmando los resultados 
observados en el análisis de las muestras de pacientes. Dichas alteraciones se tradujeron en 
una menor capacidad citotóxica y una reducción en la producción de IFNγ, confirmando la 
reducción en su capacidad efectora. 
Aunque son necesarios nuevos estudios que confirmen las diferencias observadas en las 
células NK de los pacientes, así como que permitan conocer los mecanismos que median en 
la interacción entre estas células y las células leucémicas, los resultados de este trabajo 
sugieren un papel muy importante del microambiente medular en el desarrollo de esta 
enfermedad, mediado por la producción de BMP4 por parte de las MSCs del estroma. Dicho 
BMP4 induciría una reducción en la proliferación de las células leucémicas, especialmente 
en aquellas cuyas alteraciones indican un mejor pronóstico, a la vez que incrementaría su 
susceptibilidad a la lisis mediada por las células NK. Sin embargo, la interaccion que se 
establece dentro del nicho entre las células leucémicas y las células NK que lo infiltran 
supone la reducción de la funcionalidad de estas últimas, alterando el balance entre las 
señales protumorales y antitumorales del medio en favor de las primeras y permitiendo el 
desarrollo y avance de la enfermedad. 
Asimismo, las diferencias encontradas entre los pacientes que recaen en la enfermedad y 
los que no recaen en lo que respecta a la expresión de ligandos para las células NK sugieren 
la importancia de incluir nuevos factores pronósticos que determinen el tratamiento más 
adecuado para los pacientes. 
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A partir de los resultados obtenidos en este trabajo podemos concluir: 
1. Las células madre mesenquimales aisladas de la médula ósea de pacientes de 
leucemia linfoblástica aguda con riesgo bajo/intermedio de recaída promueven la 
actividad citotóxica de las células NK estimulando su acción antitumoral. Por el 
contrario, las células aisladas de los pacientes con elevado riesgo de recaída 
presentan un comportamiento inmunosupresor similar al de las células de 
donantes sanos. 
 
2. Los mecanismos responsables del cambio en el comportamiento 
inmunomodulador de las MSCs de los pacientes de LLA de bajo/intermedio riesgo 
incluyen secreción diferencial de factores solubles como TGF-β y PGE2 y cambios 
en la expresión de TLRs y moléculas coestimuladoras (CD40, CD86) e inhibidoras 
(PDL-1, PDL-2). 
 
3. Los estudios longitudinales indican que estas propiedades inmunoestimuladoras 
de las MSC-LLA se atenúan progresivamente en correlación con una médula ósea 
libre de leucemia. 
 
4. Las MSC de donantes sanos adoptan características inmunomoduladoras propias 
de las MSCs de los pacientes de ALL cuando son expuestas a células leucémicas. 
 
5. Las MSCs aisladas de los pacientes en el momento del diagnóstico producen 
niveles incrementados de BMP4, ligando que es responsable, junto con otros 
factores, de los cambios observados en la función inmunomoduladora. 
 
6. La estimulación de la vía de señalización BMP reduce la capacidad proliferativa, sin 
alterar la viabilidad, de células leucémicas catalogadas de riesgo bajo de recaída. 
Asimismo, incrementa la susceptibilidad de dichas células a la lisis mediada por las 
células NK al aumentar los niveles de expresión de los ligandos MICB, ULBP3 y 
B7H6 para receptores de activación. 
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7. Como consecuencia directa de la presencia de las células leucémicas, las células NK 
presentes en la médula ósea de pacientes de LLA de riesgo alto o que han recaído, 
presentan un patrón de expresión de receptores activadores e inhibidores que 
sugieren una menor funcionalidad de las mismas respecto al patrón exhibido por 
células NK de pacientes de bajo/intermedio riesgo. Concretamente, los bajos 
niveles de expresión del receptor activador NKp30 en las células NK de la médula 
ósea, junto con los niveles reducidos de su ligando B7H6 en las células leucémicas 
de estos pacientes, podrían ser relevantes para la evolución de la enfermedad. 
 
8. La señalización BMP autocrina, a través de BMPRIA, sería responsable de la 
funcionalidad de las células NK en la enfermedad. 
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Tumor Alteración Relevancia clínica Referencia 
LLA ↑BMP7 Mal pronóstico, favorece EMR 
Grcevic et al. Leuk Res 27 731-8 
2003 
LMA ↑BMP2/4/7 Mal pronóstico, favorece EMR 
Grcevic et al. Leuk Res 27 731-8 
2003 
LPMA ↑BMP2/4/7 Mal pronóstico, favorece EMR 
Grcevic et al. Leuk Res 27 731-8 
2003 
LMC ↓BMP2 
Mal pronóstico, promueve 
desarrollo tumoral 
Gerber et al. Oncotarget 4 715-28 
2013 
LMC ↑BMP2/BMP4 
Mal pronóstico, aumento 
población LSCs 
Laperrousaz et al. Blood 122 3767-
77 2013 
SMD ↑BMP2 Mal pronóstico, favorece EMR 
Grcevic et al. Leuk Res 27 731-8 
2003 
MM GMSI ↑BMP6 
Buen pronóstico, mayor 
supervivencia 
Seckinger et al. Oncogene 28 3866-
79 2009 
MM ↑BMP4/6 
Mal pronóstico, favorece 
evolución de la  enfermedad 
Grcevic et al. Leuk Res 34 742-51 
2010 
MM ↑BMP2/4/7 Mal pronóstico, favorece EMR 
Grcevic et al. Leuk Res 27 731-8 
2003 
Linfoma B ↑BMP6/7 
Mal pronóstico, no se relaciona 
con supervivencia 
Huse et al. PLoS One 7 e46117 2012 
Ovario ↑BMP7 
Mal pronóstico, menor 
supervivencia 
Hover et al. Cancer Lett 368 79-87 
2015 
Ovario ↑BMP2 
Mal pronóstico, menor 
supervivencia en pacientes con 
enfermedad avanzada 
Le Page et al. J Ovarian Res 2 4 
2009 
Ovario ↑BMP9 
Mal pronóstico, promueve 
desarrollo tumoral 
Herrera et al. Cancer Res 69 9254-
62 2009 
Ovario ↑BMP2/4 
Mal pronóstico, no relacionado 
con clínica 
Shepherd and Nachtigal 
Endocrinology 144 3306-14 2003 
Ovario ↓BMP4 
Mal pronóstico, menor 
supervivencia de los pacientes 
previa a tratamiento 
Laatio et al. Tumour Biol 32 985-95 
2011 
Útero ↑BMP2 
No correlaciona con la evolución 
de la enfermedad ni la 
supervivencia 
Fadare et al. Appl 
Immunohistochem Mol Morphol 19 
352-9 2011 
Mama ↑BMP7 
Mal pronóstico, aumento riesgo 
de metástasis ósea 
Alarmo et al. Ann Oncol 19 308-14 
2008 
Mama ↑BMP4/7 
No correlaciona con la agresividad 
del tumor 
Alarmo et al. Breast Cancer Res 
Treat 103 239-46 2007 
Mama ↑BMP2 No relacionado con clínica 
Arnold et al. Cytokine 11 1031-7 
1999 
  
 
 
 
Tumor Alteración Relevancia clínica Referencia 
Mama ↑BMP7 
No correlaciona con la evolución 
de la enfermedad 
Bobinac et al. Croat Med J 46 389-
96 2005 
Mama ↑BMP4 
Mal pronóstico, no relacionado 
con clínica 
Farnsworth et al. Cancer Res 71 
6547-57 2011 
Mama ↑BMP7 No relacionado con clínica 
Alarmo et al. Genes Chromosomes 
Cancer 45 411-9 2006 
Mama 
↓BMP2, 
↑BMP7 
Mal pronóstico, favorece 
evolución de la enfermedad 
Davies et al. J Exp Ther Oncol 7 327-
38 2008 
Colon ↑BMP2/4 
Mal pronóstico, promueve 
desarrollo tumoral 
Slattery et al. Int J Cancer 130 653-
64 2012 
Colon ↑BMP5/6 No relacionado con clínica Imai et al. Pathol Int 51 643-8 2001 
Recto ↑BMP4 
Mal pronóstico, promueve 
desarrollo tumoral 
Slattery et al. Int J Cancer 130 653-
64 2012 
Colorrectal ↑BMP4 
Mal pronóstico, promueve 
desarrollo tumoral 
Lubbe et al. Oncogene 31 3777-84 
2012 
Colorrectal ↑BMP4 
Mal pronóstico, promueve 
desarrollo tumoral 
Houlston et al. Nat Genet 40 1426-
35 2008 
Colorrectal ↑BMP6 
Mal pronóstico, menor 
supervivencia por aumento 
población CSCs 
Yuen et al. Cancer Sci 103 1145-54 
2012 
Colorrectal ↑BMP4 
Mal pronóstico, no relacionado 
con supervivencia 
Deng et al. Cancer Lett 281 220-31 
2009 
Colorrectal ↑BMP4 
Buen pronóstico, no relacionado 
con supervivencia 
Lombardo et al. Gastroenterology 
140 297-309 2011 
Gástrico ↑BMP2/4 
Mal pronóstico, menor 
supervivencia 
Kang et al. Exp Cell Res 317 1746-
62 2011 
Gástrico ↑BMP4 
Mal pronóstico, menor 
supervivencia 
Kim et al. Surg Today 41 688-92 
2011 
Gástrico ↓BMP10 
Mal pronóstico, favorece 
evolución de la  enfermedad 
Lei et al. Tumour Biol 2015 
Glioma ↑BMP2 
Mal pronóstico, favorece 
evolución de la enfermedad 
Zhang et al. Xi Bao Yu Fen Zi Mian 
Yi Xue Za Zhi 25 637-9 2009 
Glioma ↑BMP2 
Mal pronóstico, menor 
supervivencia en pacientes con 
enfermedad avanzada 
Liu et al. Jpn J Clin Oncol 39 625-31 
2009 
Glioma ↓BMP8b 
Mal pronóstico, menor 
supervivencia 
Hover et al. Transl Oncogenomics 7 
1-9 2015 
Glioma ↑BMP4 
Buen pronóstico, mayor 
supervivencia en pacientes con 
enfermedad avanzada 
Bao et al. J Transl Med 11 100 2013 
  
 
Tabla I: Alteración en la expresión de los ligandos BMP en tumores sólidos y hematológicos. BMP: Proteína 
morfogenética ósea; LLA: Leucemia linfoblástica aguda; LMA: Leucemia mieloide aguda; LPMA: Leucemia 
promielocítica aguda; LMC: Leucemia mieloide crónica; SMD: Síndrome mielodisplásico; MM: Mieloma múltiple; 
GMSI: Gammapatía monoclonal de significado incierto; AT/RT: tumor teratoideo/rabdoide atípico; EMR: 
Enfermedad mínima residual; LSCs: Células madre leucémicas; CSCs: Células madre tumorales. 
 
 
Tumor Alteración Relevancia clínica Referencia 
Hígado ↑BMP4 
Mal pronóstico, favorece 
evolución de la  enfermedad 
Chiu et al. Mol Cancer Res 10 415-
27 2012 
Hígado ↑BMP4 
Mal pronóstico, menor 
supervivencia, favorece metástasis 
Guo et al. Pathol Oncol Res 18 635-
40 2012 
Hígado ↑BMP9 
Mal pronóstico, no relacionado 
con clínica 
Herrera et al. PLoS One 8 e69535 
2013 
Hígado ↑BMP4 
Mal pronóstico, favorece 
evolución de la enfermedad 
Maegdefrau et al. J Pathol 218 520-
9 2009 
Renal ↑BMP4/6/7 
Buen pronóstico, mayor 
supervivencia 
Kwak et al. J Urol 178 1062-7 2007 
Renal ↓BMP2 
Mal pronóstico, favorece 
evolución de la enfermedad y 
metástasis 
Mitsui et al. Oncotarget 6 9577-91 
2015 
Vejiga ↑BMP6 
Mal pronóstico, menor 
supervivencia por aumento 
población CSCs 
 Yuen et al. Cancer Sci 103 1145-54 
2012 
Vejiga ↓BMP2/7 
Mal pronóstico, aumenta riesgo de 
recaída 
Kuzaka et al. Arch Med Sci 11 378-
84 2015 
 
 
  
 
 
Tumor Alteración Relevancia clínica Referencia 
LA 
↑BMPRIA, IB, 
II 
Buen pronóstico, mayor 
supervivencia, mejor respuesta al 
tratamiento, menor riesgo de 
recaída 
Dzietczenia et al. Leuk Lymphoma 
52 2336-41 2011 
LMA 
↑BMPRIA, IB, 
II 
Mal pronóstico, favorece EMR 
Grcevic et al. Leuk Res 27 731-8 
2003 
LPMA 
↑BMPRIA, IB, 
II 
Mal pronóstico, favorece EMR 
Grcevic et al. Leuk Res 27 731-8 
2003 
LLC-B 
↑BMPRIA, IB, 
II 
Mal pronóstico, favorece 
evolución de la enfermedad 
Dzietczenia et al. Int J Lab Hematol 
32 e217-21 2010 
LMC ↑BMPRIB Mal pronóstico, aumento LSCs 
Laperrousaz et al. Blood 122 3767-
77 2013 
MM ↑ActRI, II 
Mal pronóstico, favorece 
evolución de la enfermedad 
Grcevic et al. Leuk Res 34 742-51 
2010 
MM 
↑BMPRIA, IB, 
II 
Mal pronóstico, favorece EMR 
Grcevic et al. Leuk Res 27 731-8 
2003 
Ovario 
↑ActRI, 
BMPRIA 
Mal pronóstico, menor 
supervivencia 
Hover et al. Cancer Lett 368 79-87 
2015 
Ovario 
↑BMPRIA, IB, 
II 
Mal pronóstico, no relacionado 
con clínica 
Shepherd and Nachtigal 
Endocrinology 144 3306-14 2003 
Pecho ↑BMPRIA, II 
Mal pronóstico, no relacionado 
con la evolución de la enfermedad 
Farnsworth et al. Cancer Res 71 
6547-57 2011 
Pecho ↑BMPRIA 
Mal pronóstico, menor 
supervivencia 
Pickup et al. Oncotarget 6 22890-
904 2015 
Colon 
↑BMPRIA, IB, 
II 
Mal pronóstico, promueve 
desarrollo tumoral 
Slattery et al. Int J Cancer 130 653-
64 2012 
Recto ↑BMPRIB, II 
Mal pronóstico, promueve 
desarrollo tumoral 
Slattery et al. Int J Cancer 130 653-
64 2012 
Colorrectal ↓BMPRIA 
Mal pronóstico, promueve 
desarrollo tumoral 
Howe et al. Nat Genet 28 184-7 
2001 
Glioblastoma, 
glioma grado IV 
↓ActRIA 
Mal pronóstico, menor 
supervivencia 
Hover et al. Transl Oncogenomics 7 
1-9 2015 
Glioma ↓ActRIA 
Mal pronóstico, favorece 
evolución de la enfermedad 
Taylor et al. Nat Genet 46 457-61 
2014 
Glioma ↓ActRIA 
Mal pronóstico, favorece 
evolución de la enfermedad 
Buczkowicz et al. Acta Neuropathol 
128 573-81 2014 
Glioma ↓ActRIA 
Mal pronóstico, favorece 
evolución de la enfermedad 
Fontebasso et al. Nat Genet 46 
462-6 2014 
Glioma ↓BMPRIB 
Mal pronóstico, menor 
supervivencia 
Lee et al. Cancer Cell 13 69-80 2008 
  
Tabla II: Alteración en la expresión de los receptores para ligandos BMP en tumores sólidos y hematológicos. 
BMPRI: Receptor tipo I de BMP; BMPRII: Receptor tipo II de BMP; ActRI: Receptor tipo I de activina; ActRII: Receptor 
tipo II de activina; TGFβRI: Receptor tipo I de TGF-β; LA: Leucemia aguda; LMA: Leucemia mieloide aguda; LPMA: 
Leucemia promielocítica aguda; LLC-B: Leucemia linfocítica crónica tipo B; LMC: Leucemia mieloide crónica; MM: 
Mieloma múltiple; EMR: Enfermedad mínima residual; LSCs: Células madre leucémicas. 
 
Tumor Alteración Relevancia clínica Referencia 
Meduloblastoma 
↑ActRIIA, IIB y 
TGFβRI 
Mal pronóstico, favorece 
evolución de la  enfermedad 
Northcott et al. Nature 488 49-56 
2012 
Condrosarcoma ↑BMPRII 
Mal pronóstico, favorece 
evolución de la enfermedad 
Jiao et al. Cell Death Dis 5 e1571 
2014 
Carcinoma oral ↑BMPRIA No relacionado con clínica Jin et al. Oral Oncol 37 225-33 2001 
Páncreas ↑BMPRIA, II 
Mal pronóstico, menor 
supervivencia 
Kleeff et al. Gastroenterology 116 
1202-16 1999 
Páncreas ↑BMPRIA 
Mal pronóstico, menor 
supervivencia 
Voorneveld et al. Br J Cancer 109 
1805-12 2013 
Páncreas ↑BMPRIA, II 
Mal pronóstico, favorece 
evolución de la enfermedad 
Gordon et al. Carcinogenesis 30 
238-48 2009 
Próstata ↓BMPRIB No relacionado con clínica 
Ide et al. Oncogene 14 1377-82 
1997 
Próstata 
↓BMPRIA, IB, 
II 
Mal pronóstico, mayor agresividad 
del tumor 
Kim et al. Oncogene 23 7651-9 
2004 
Próstata 
↓BMPRIA, IB, 
II 
Mal pronóstico, mayor agresividad 
del tumor 
Kim et al. Cancer Res 60 2840-4 
2000 
Hígado ↑BMPRIA 
Mal pronóstico, favorece 
evolución de la enfermedad 
Chiu et al. Mol Cancer Res 10 415-
27 2012 
Vejiga ↓BMPRII 
Mal pronóstico, mayor agresividad 
del tumor 
Kim et al. Cancer Res 64 7355-60 
2004 
 
  
Tabla III: Alteración en la expresión de las proteínas transductoras de la señal BMP en tumores sólidos y 
hematológicos. BMPRI: Receptor tipo I de BMP; BMP: Proteína morfogenética ósea; LMC: Leucemia mieloide 
crónica; LSCs: Células madre leucémicas; CSCs: Células madre tumorales. 
Tumor Alteración Relevancia clínica Referencia 
LMC 
↓Smad1, Smad8, 
Id2, Id3, RUNX2 
Mal pronóstico, aumento LSCs 
Laperrousaz et al. Blood 122 3767-
77 2013 
Linfoma ↑Smad1 No relacionado con clínica 
Munoz et al. Leukemia 18 2015-25 
2004 
Ovario ↑Smad5 nuclear 
Mal pronóstico, menor 
supervivencia 
Peng et al. Mol Carcinog 2015 
Colorrectal 
↑BMP4, no 
necesario Smad4 
Mal pronóstico, no correlaciona 
con supervivencia 
Deng et al. Cancer Lett 281 220-31 
2009 
Colorrectal ↓Smad4 
Mal pronóstico, promueve 
desarrollo tumoral 
Howe et al. Science 280 1086-8 
1998 
Colorrectal ↓Smad4 
Mal pronóstico, no correlaciona 
con supervivencia 
Voorneveld et al. Eur J Cancer Prev 
22 420-4 2013 
Gástrico ↑Smad4 
Buen pronóstico, mayor 
supervivencia 
Kim et al. Ann Oncol 15 574-80 
2004 
Glioma ↑Smad1 
Mal pronóstico, menor 
supervivencia 
Hover et al. Transl Oncogenomics 7 
1-9 2015 
Glioma ↑Id1, Id2 
Mal pronóstico, favorece 
evolución de la enfermedad 
Buczkowicz et al. Acta Neuropathol 
128 573-81 2014 
Carcinoma 
esofágico 
↑BMP6, Id1 
Mal pronóstico, menor 
supervivencia por aumento 
población CSCs 
Yuen et al. Cancer Sci 103 1145-54 
2012 
Carcinoma 
cabeza y cuello 
↑BMP4, Smad1 
Mal pronóstico, menor 
supervivencia 
Xu et al. Arch Med Res 42 128-37 
2011 
Páncreas ↓BMPRIA ↑Smad4 
Mal pronóstico, menor 
supervivencia 
Voorneveld et al. Br J Cancer 109 
1805-12 2013 
 
  
 
  
Tabla IV: Alteración en la expresión de los reguladores negativos de la señal BMP en tumores sólidos y 
hematológicos. LMC: Leucemia mieloide crónica; SMD: Síndrome mielodisplásico; MM: Mieloma múltiple; LSCs: 
Células madre leucémicas; CSCs: Células madre tumorales. 
Tumor Alteración Relevancia clínica Referencia 
LMC ↑Smad6 Mal pronóstico, aumento LSCs 
Laperrousaz et al. Blood 122 3767-
77 2013 
LMC ↑Smad7, NOG 
Mal pronóstico, promueve 
desarrollo tumoral 
Gerber et al. Oncotarget 4 715-28 
2013 
SMD ↓NOG 
Mal pronóstico, promueve 
desarrollo tumoral 
Andrieux et al. Cancer Genet 
Cytogenet 178 11-6 2007 
MM ↓NOG 
Mal pronóstico, favorece 
evolución de la enfermedad 
Grcevic et al. Leuk Res 34 742-51 
2010 
Linfoma B ↑Smad7 
Mal pronóstico, no relacionado 
con supervivencia 
Huse et al. PLoS One 7 e46117 2012 
Útero ↑GREM1 
Mal pronóstico, mantenimiento 
población CSCs 
Sato et al. Oncol Rep 35 391-7 2016 
Colorrectal ↑BAMBI 
Mal pronóstico, menor 
supervivencia. Mayor número de 
recaídas 
Togo et al. World J Gastroenterol 
14 4880-8 2008 
Gástrico ↓Smad7 
Buen pronóstico, mayor 
supervivencia 
Kim et al. Ann Oncol 15 574-80 
2004 
Glioma ↑GREM1 
Mal pronóstico, no relacionado 
con supervivencia 
Yan et al. Genes Dev 28 1085-100 
2014 
Carcinoma 
esofágico 
↓NOG 
Mal pronóstico, menor 
supervivencia por aumento 
población CSCs 
Yuen et al. Cancer Sci 103 1145-54 
2012 
Carcinoma ↑GREM1 
Mal pronóstico, microambiente 
favorece desarrollo tumoral 
Sneddon et al. Proc Natl Acad Sci U 
S A 103 14842-7 2006 
Pulmón ↑Smad6 
Mal pronóstico, menor 
supervivencia 
Jeon et al. Cancer Res 68 9686-92 
2008 
Melanoma ↑GREM1 
Mal pronóstico, microambiente 
favorece desarrollo tumoral 
Sneddon et al. Proc Natl Acad Sci U 
S A 103 14842-7 2006 
Renal ↓SOSTDC1 
Mal pronóstico, promueve 
desarrollo tumoral 
Blish et al. Mol Biol Cell 19 457-64 
2008 
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A B S T R A C T
Mesenchymal stem cells (MSCs) are key components of the bone marrow microenvironment which con-
tribute to the maintenance of the hematopoietic stem cell niche and exert immunoregulatory functions
in innate and adaptive immunity. We analyze the immunobiology of MSCs derived from acute lympho-
blastic leukemia (ALL) patients and their impact on NK cell function. In contrast to the inhibitory effects
on the immune response exerted by MSCs from healthy donors (Healthy-MSCs), we demonstrate that
MSCs derived from low/intermediate risk ALL patients at diagnosis (ALL-MSCs) promote an eﬃcient NK
cell response including cytokine production, phenotypic activation and most importantly, cytotoxicity.
Longitudinal studies indicate that these immunostimulatory effects of ALL-MSCs are progressively at-
tenuated. Healthy-MSCs adopt ALL-MSC-like immunomodulatory features when exposed to leukemia cells,
acquiring the ability to stimulate NK cell antitumor function. The mechanisms underlying to these func-
tional changes of ALL-MSCs include reduced production of soluble inhibitory factors, differential expression
of costimulatory and coinhibitory molecules, increased expression of speciﬁc TLRs and Notch pathway
activation. Collectively our ﬁndings indicate that, in response to leukemia cells, ALL-MSCs could mediate
a host beneﬁcial immunomodulatory effect by stimulating the antitumor innate immune response.
© 2015 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
Introduction
Different studies have emphasized the relevance of bonemarrow
microenvironment components in the development and mainte-
nance of hematological malignant disease as facilitators of tumor
development [1–5]. One of the key components of the marrow mi-
croenvironment are mesenchymal stem cells (MSCs). MSCs isolated
from healthy donors can suppress immune responses affecting a
broad range of cells, including T and B lymphocytes, natural killer
(NK) cells and dendritic cells (DCs) [6,7]. Therefore, the traditional
view is that the suppression of immune responses by MSCs could
facilitate tissue remodeling, repair and control of autoimmune dis-
orders, but would be detrimental for other disease processes such
as cancer. However, in this scenario it is necessary to include recent
studies suggesting that MSCs possess the dual ability to suppress
and also activate the immune system depending on the stimulus.
These results suggest that MSCs, like macrophages, can be polar-
ized following speciﬁc TLR priming in MSC1, or cells that mostly
produce pro-inﬂammatorymediators, andMSC2 that express mostly
immunosuppressive factors [8].
Distinct studies have reported differences in the phenotype, pro-
liferation and differentiation ability, cytokine production or
immunomodulatory activity between MSCs isolated from pa-
tients with different hematopoietic disorders and healthy donors
[5,9–12]. In most cases, these alterations have been suggested to
somehow contribute to the pathogenesis of the disease and/or oc-
currence of relapse; however the progress in this area has been
hampered by the inability to propagate human disease in murine
xenograft models [13] except a recently published study for
myelodysplastic syndromes [5]. Regarding immunomodulatory func-
tions of patient MSCs, the results are very scarce and mainly related
Abbreviations: ALL, acute lymphoblastic leukemia; ALL-MSCs, MSCs derived from
low/intermediate risk ALL patients at diagnosis; ALL-MSCs+15, MSCs derived from
low/intermediate risk ALL patients at 15 days after initiation of therapy; ALL-
MSCs+35, MSCs derived from low/intermediate risk ALL patients at 35 days after
initiation of therapy; DC, dendritic cells; Healthy-MSCs, MSCs from healthy donors;
MSCs, mesenchymal stem cells; NK, natural killer cells; OOT-MSCs, MSCs derived
from ALL patients without signs of disease and out of therapy; PBMC, peripheral
blood mononuclear cells.
* Corresponding author. Tel.: +34 91 394 71 66; fax: +34 91 394 13 96.
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Microenvironment and Immunology
Optimal Effector Functions in HumanNatural Killer Cells Rely
upon Autocrine Bone Morphogenetic Protein Signaling
Neil C. Robson1, Laura Hidalgo2, Tristan McAlpine3, Heng Wei3, Víctor G. Martínez2, Ana Entrena2,
Gustavo J. Melen4, Andrew S. MacDonald5, Alexander Phythian-Adams5, Rosa Sacedon2,
Eugene Maraskovsky6, Jonathan Cebon3, Manuel Ramírez4, Angeles Vicente2, and Alberto Varas2
Abstract
Natural killer (NK) cells are critical for innate tumor immunity due to their specialized ability to recognize andkill
neoplastically transformed cells. However, NK cells require a speciﬁc set of cytokine-mediated signals to achieve
optimal effector function. Th1-associated cytokines promote effector functions that are inhibited by the prototypic
Th2 cytokine IL4and theTGFb superfamilymembersTGFb1 andactivin-A. Interestingly, the largest subgroupof the
TGFb superfamily are the bonemorphogenetic proteins (BMP), but the effects of BMP signaling on NK cell effector
functions have not been evaluated. Here, we demonstrate that blood-circulating NK cells express type I and II BMP
receptors, BMP-2 and BMP-6 ligands, and phosphorylated isoforms of Smad-1/-5/-8, which mediate BMP family
member signaling. In opposition to the inhibitory effects of TGFb1 or activin-A, autocrine BMP signaling was
supportive to NK cell function. Mechanistic investigations in cytokine and TLR-L–activated NK cells revealed that
BMP signaling optimized IFNg and global cytokine and chemokine production, phenotypic activation and
proliferation, and autologous dendritic cell activation and target cytotoxicity. Collectively, our ﬁndings identify
a novel auto-activatory pathway that is essential for optimal NK cell effector function, one that might be
therapeutically manipulated to help eradicate tumors. Cancer Res; 74(18); 5019–31. 2014 AACR.
Introduction
Natural killer (NK) cells are circulating innate immune senti-
nels specialized to recognize and kill tumor and virus-infected
cells (1). Consisting typically of 2% to 5% of peripheral blood
mononuclear cells (PBMC), NK cells represent a signiﬁcant
component of the human immune repertoire. Historically,
human NK cells have been subdivided into at least two sub-
groups based on their expression of CD16 and CD56 (2). CD56
intermediate(int)/CD16þ NK cells are credited with more imme-
diate cytotoxic capability, whereas the numerically smaller (in
blood) CD56 hi(hi)/CD16 subset is associated with more rapid
IFNg release and proliferation upon activation (3, 4). This early
IFNg production can act in an autocrine fashion to stimulateNK
cells' own effector functions and can also signiﬁcantly enhance
important dendritic cell (DC) functions such as tumor antigen
processing, presentation, andcross-presentation for the priming
of tumor antigen-speciﬁc CD4þ and CD8þ T cells. Nevertheless,
uncontrolled proliferation and/or release of NK cell inﬂamma-
tory cytokines can result in pathology or cellular transformation
(5, 6). Thus, the immune system has coordinately developed
mechanisms to avoid these potentially life-threatening events
through the release of inﬂammatory mediators (7).
With relation to NK cells, their effector functions are best
known to be negatively regulated via engagement of inhibitory
receptors with MHC class I proteins or by suppressive cyto-
kines such as IL4 or TGFb1 (8–10). Although it has been known
for some time that exogenous TGFb1 can suppress NK cells
IFNg production, it is only relatively recently that activin-A (a
further TGFb superfamily member) has also been described to
be inhibitory (11). Considering the TGFb superfamily consists
of more than 30members, our understanding of howmembers
other than TGFb1 and activin-A may potentially inﬂuence NK
cells' effector functions is very poor. Interestingly, the largest
subset of the TGFb superfamily are the BMPs, yet aside from
our recent report demonstrating a role for autocrine BMP
signaling in human thymic NK cell development (12), the
literature is yet to describe the consequences of BMP signaling
to NK cells' effector functions.
The BMPs signal via type I and II serine/threonine kinase
receptor heterodimers in complex with the bound ligand.
Three type I receptors have been shown to bind BMP ligands,
i.e., BMPRIA (or ALK-3), BMPRIB (or ALK-6), and the activin
1Institute of Infection, Immunity and Inﬂammation, The University of Glas-
gow, Glasgow, United Kingdom. 2Department of Cell Biology, Faculty of
Medicine, Complutense University, Madrid, Spain. 3Ludwig Institute for
Cancer Research, Austin Health, Heidelberg, Victoria, Australia. 4Depart-
ment of Oncohematology, Ni~no Jesus Hospital, Madrid, Spain. 5MCCIR,
Core Technology Facility, The University of Manchester, Manchester,
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receptor ActRIA (or ALK-2). There are also three type II
receptors termed BMPRII, ActRIIA, and ActRIIB. Whereas
BMPRIA, BMPRIB, and BMPRII speciﬁcally bind BMPs,
ActRIA, ActRIIA, andActRIIB are also receptors for the activins
(13). Activated receptors relay signals to the nucleus predom-
inantly via the canonical Smad-dependant pathway (although
noncanonical Smad-independent pathways exist, e.g., p38
MAPK; ref. 14) where phosphorylated (p)-Smads-1/-5/-8 com-
plex with co-Smad-4 and translocate into the nucleus to trigger
target gene expression (14, 15).
As their name suggests, the BMPs' originally deﬁned biological
function was the capacity to induce bone formation (16). How-
ever, the biological actions of the BMPs are now known to be
diverse with critical roles in numerous developmental processes
(17–21). Indeed, speciﬁc BMPs inﬂuence the formation of dis-
parate tissues in mammals such as skin, eyes, teeth, heart,
kidneys, and testes and dysregulated signaling can result in
major muscular and skeletal abnormalities (22–28). These
diverse functions are accounted for in part by (i) their signiﬁcant
number; (ii) the existence of numerous antagonists; (iii) their
complex interactionswith other TGFb superfamilymembers; (iv)
their promiscuous receptor usage; (v) the presence of corepres-
sors and activators; and (vi) the existence ofmultiple inhibitors of
signaling such as the pseudoreceptor BAMBI, Smads-6 and -7,
and the HECT-type E3 ligases Smurf 1 and 2 (13, 29–38).
The BMPs (as with the TGFbs and activins) are pleiotropic in
nature and can both inhibit or promote tumorigenesis. Indeed,
BMP signaling can have prometastatic effects on breast cancer
cells (39) and antagonism of BMP type I receptors has been
reported to decrease growth and induce cell death of lung
cancer cell lines (40). In contrast, BMP-2 signaling has been
demonstrated to inhibit the development of colon cancers (41),
whereas BMP-4 can potently inhibit the tumor-initiating capac-
ity of human glioblastoma precursors (42). Strikingly, this study
also demonstrated that prophylactic or therapeutic in vivo
delivery of BMP-4 dramatically reduced mortality in mice
following intracerebral grafting of human glioblastoma cells.
Given that TGFb1 and activin-A are potent negative regula-
tors of NK cells' effector functions, we hypothesized that BMP
signaling may also have important consequences. Our studies
demonstrate that NK cells express cell surface and intracellular
storesofBMPreceptors,mRNAs forBMP-2and -6, andp-Smads-
1/-5/-8. In sharp contrast with the suppressive effects of TGFb1
or activin-A (11), inhibition of autocrine BMP signaling in NK
cells reveals a novel autocrine activatory pathway that confers
optimal IFNg production, global cytokine and chemokine pro-
duction, phenotypic maturation, proliferation, autologous DC
activation, and most importantly cytotoxicity. Furthermore, we
have also identiﬁed that NK cells resident in the bonemarrow of
patients with acute lymphoblastic leukemia (ALL) at high risk of
relapse display signiﬁcantly reduced levels of the high-afﬁnity
type I BMPR receptor, BMPRIA, and this correlates with a
phenotype indicative of a reduced activatory state.
These data have important implications for the develop-
ment of new methods aimed to enhance NK cells' capacity to
kill tumors directly in vivo or potentially to enhance NK cells'
effector functions before adoptive immune therapy into
patients with cancer.
Materials and Methods
Cell culture
PBMCs from buffy coats of healthy donors (Red Cross Blood
Bank, Melbourne, Australia and Centro de Transfusion de la
Comunidad de Madrid, Spain) were prepared by Ficoll-Paque
(GE Healthcare Bio-Sciences) density-gradient centrifugation.
NK cells were isolated by negative selection using a NK cell
Isolation Kit and MACS (Miltenyi Biotech). In some cases, NK
cellswere further puriﬁedbyFACS (MoFlow; BeckmanCoulter).
Unless otherwise stated, culture media consisted of RPMI-1640
supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum (FCS),
20 mmol/L HEPES, 60 mg/L penicillin, 12.5 mg/L streptomycin,
and 2mmol/L L-glutamine. NK cells weremaintained in culture
media alone or culturemedia supplementedwith IL2 at 20 to 50
ng/mL with or without the addition of 10 ng/mL IL12 together
with 10 mg/mL of poly I:C (InvivoGen). In some cases, NK cells
were cultured in 20 to 50ng/mL IL15alone. CD1cþmyeloidDCs,
CD14þmonocytes, and CD4þ and CD8þT cells were isolated by
positive selection byMACS. To generatemonocyte-derivedDCs
(MoDC), CD14þ monocytes were cultured in culture media
containing 10% FCS, 20 ng/mL GM-CSF, and 20 ng/mL IL4
(Invitrogen) for 6 to 7 days. For NK cell and DC cocultures,
autologous NK cells and CD1cþ orMoDCs were cocultured at a
DC:NK cell ratio of 1:1 or 1:5, respectively, for 24 hours. For the
experiments shown in Fig. 5, NK cells were treated under the
conditions shown for 12 hours then extensively washed before
coculture with autologous MoDCs. To assess the effects of blo-
cking BMP signaling, compound C/dorsomorphin, an inhibitor
of BMPRIA, BMPRIB, ActRIA, and AMPK, or the highly selective
BMPRIA and ActRIA inhibitor DMH1 (both TOCRIS Biosci-
ence), or recombinant humannoggin (R&DSystems)was added
to NK cell cultures for 12 to 24 hours in the absence or presence
of IL2 with or without the addition of IL12 and poly I:C.
Quantitative real-time polymerase chain reaction
RNA was isolated using the RNeasy Mini Kit (Qiagen) and
cDNA synthesized. Gene expression was quantiﬁed using a
Stratagene Mx3005P machine. Primers were designed for the
detection of BMPRIA, IB, RII, BMP-2, -4, -6, and -7 and used with
probes from a Universal ProbeLibrary (Roche Applied Science).
Pre-Developed TaqMan Assay Reagents were obtained from
Applied Biosystems and included Smad-1 (Hs00195432_m1),
Smad-3 (Hs00969210_m1), Smad-7 (Hs00998193_m1), BAMBI
(Hs00180818_m1), and TGFb1 (Hs00998133_m1). 18S rRNA and
GNB2L1were used for normalization. PCR reactionswere set up
in 96-well plates and analyzed using SDS program version v1.9.
The frequencyof target gene expressionwas calculatedusing the
formula (1þEnorm)Ct norm / (1 þEGOI)Ct GOI, where "E" ¼ efﬁ-
ciency. Otherwise, the relative expression was calculated using
2(Ct18S  Ct target gene). Relative expression was then calculated
using the DCt method and expressed relative to a calibrator, i.e.,
ex vivo puriﬁed NK cells or relevant NK cell control cultures.
Flow cytometry
NK cells or MoDCs were costained with combinations of
ﬂuorochrome-labeled antibodies against human CD1c, CD3,
CD14, CD16, CD56, CD69, CD80, CD83, CD94, LAMP1/CD107a,
BMPRIA, BMPRIB, BMPRII, NKp30, NKp46, KIR2DL2/L3,
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NKG2A, andD (BDBiosciences, BioLegend, andR&DSystems).
Intracellular staining was performed using anti-human
BMPRIA (R&D Systems) and anti-human p-Smad-1/-5/-8 anti-
bodies (Ser463/Ser465; Santa Cruz Biotechnology). The pro-
portion of apoptotic NK cells was determined by Annexin V
(BioLegend) staining and ﬂow cytometry and the data were
analyzed using the FlowJo software (version 3.4).
Assessment of NK cell proliferation
Puriﬁed NK cells were labeled with 1 mmol/L CFSE (Molec-
ular Probes) at 37C for 10 minutes. After washing, the cells
were cultured in IL2 or IL15 alone or IL2 in combination with
IL12 and poly I:C with or without the addition of 100 ng/mL of
noggin or 20 mmol/L DMH1 for 5 or 6 days.
Cytokine ELISA and multiplex cytokine and chemokine
arrays
Cytokine ELISA kits were used to quantify IFNg , IL12p70
and TNFa (BD Biosciences and BioLegend). Cytokine and
chemokine bead arrays (LINCOplex) were used to quantify
IFNg , IL6, -10, -13, TNFa, GM-CSF, CXCL8, CXCL10, CCL3,
and CCL4 and samples analyzed on a Luminex instrument
(all Millipore). IL6, -10, GM-CSF, CCL5, CXCL10, and CCL2
were also measured using a Cytometric Bead Array Flex Set
system (BD Biosciences).
Assessment of NK cell cytotoxicity
Puriﬁed NK cells were cultured overnight in media contain-
ing IL2 alone or IL2 together with IL12 and poly I:C in the
absence or presence of increasing concentrations of DMH1
before being washed and then cocultured with the erythro-
leukemicK562 target cell line in 96-well plates for 4 hours at the
effector-to-target ratios indicated. In some cases, DMH1 was
added during the 4-hour cytotoxicity assay. Speciﬁc lysis was
determined using a nonradioactive Cytotoxicity Detection Kit
(LDH; RocheDiagnostics) bymeasuring lactate dehydrogenase
activity in culture supernatants. In some experiments, LAMP-
1/CD107a expression by NK cells was assessed by ﬂow cyto-
metry after 4 hours of culture at an NK cell/K562 ratio of 10:1.
Bone marrow samples
Samples were obtained from bone marrow aspirates at
diagnosis (n ¼ 12) or at relapse (n ¼ 5) from children with
ALL at Hospital Ni~no Jesus (Madrid, Spain). Patients were
treated under the PETHEMA protocol (43). The patients were
classiﬁed according to this protocol into high risk (n ¼ 5) or
low-/intermediate risk (n ¼ 7). Expression levels of different
surface markers on NK cells were determined by multiparam-
eter ﬂow cytometry on bonemarrow samples. A CD45-positive
CD3-negative CD56-positive gate was used for each sample to
analyze the NK cell population. Samples were acquired on a
FACSCanto II ﬂow cytometer (BD Biosciences) and analyzed
using FlowJo software.
Statistical analysis
Unless indicated, results are expressed as themean SDof 3
or more donors. Data were analyzed using the Student t test,
and P < 0.01 () was considered signiﬁcant.
Results
BMP receptor and ligand gene expression in human NK
cells
To assess the relevance of BMP signaling to NK cells, we
ﬁrst investigated BMP receptor and ligand expression at the
mRNA level. To do this, we highly puriﬁed NK cells (Fig. 1A)
and autologous CD4þ and CD8þ T cells from human blood
and analyzed the expression of mRNAs for BMP-2, -4, -6, and
-7 ligands and the BMP type I (BMPRIA and BMPRIB) and
type II (BMPRII) receptors by quantitative real-time poly-
merase chain reaction (qRT-PCR). We found that NK cells
exclusively expressed BMP-2 but that each cell type com-
monly expressed BMP-6 message (Fig 1B). Furthermore,
although highly expressed on skeletal muscle controls (not
shown), BMP-4 and -7 mRNAs were absent from each of the
lymphocyte populations tested (Fig. 1B). The analysis further
demonstrated that BMPRIA and BMPRII mRNAs are
expressed by each of these lymphocyte populations but that
NK cells expressed signiﬁcantly higher levels of BMPRII
mRNA than either CD4þ or CD8þ T cells (Fig. 1C). Interest-
ingly, BMPRIB expression was absent from each cell type,
suggesting that NK cells and CD4þ and CD8þ T cells are
likely to use a BMPRIA–BMPRII receptor pair for BMP ligand
binding and signal transduction.
Finally, NK cells express TLR-3, and the TLR-3 ligand poly I:C
is currently being evaluated in experimental clinical settings to
enhance NK cell–mediated immunity against cancers. Fur-
thermore, we previously have found that the addition of poly I:
C to IL2- and IL12-stimulated NK cells signiﬁcantly enhances
their proinﬂammatory cytokine and chemokine production,
proliferation and killing functions (11). We therefore tested
whether a brief exposure to IL2 alone or IL2 in combination
with IL12, with or without addition of poly I:C could inﬂuence
NK cells' mRNA expression of BMP ligands. We found that the
expression of BMP-6 mRNAs by NK cells was unaffected by the
addition of cytokines or poly I:C, but culture in a low concen-
tration of IL2 (20 ng/mL) was sufﬁcient to induce upregulated
BMP-2 mRNA expression (Fig. 1D). Interestingly, the addition
of IL12 to NK cell cultures did not synergize with IL2 to
enhance BMP-2 expression, but the addition of poly I:C
increased BMP-2mRNA levels signiﬁcantly above that induced
by IL2 alone (Fig. 1D). BMP-4 or BMP-7 mRNA expression,
however, was not induced under any of the conditions tested.
Furthermore, NK cells cultured in IL2, IL12, and poly I:C
signiﬁcantly upregulated mRNA for BMPRIA and BMP signal-
ing–speciﬁc Smad-1, but conversely, simultaneously down-
regulated mRNA for inhibitory Smad-7, TGFb1, Smad-3, and
BAMBI (Supplementary Fig. S1).
To better understand the relationship between NK cells'
BMP receptor mRNA expression and cell surface receptor
expression, we screened puriﬁed NK cells by ﬂow cytometry
for BMPRIA and BMPRII expression at the protein level ex
vivo and after exposure to cytokines with or without addi-
tion of poly I:C. Immediately following puriﬁcation from
blood, NK cells' BMPRIA expression ranged between donors
from barely detectable (Fig. 2A) to low expression (Fig. 2D).
Culture in IL2 induced some upregulation of BMPRIA on NK
cells, but this was unaffected by the further addition of IL12
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and poly I:C over the 20-hour culture period (Fig. 2A). These
NK cells did however signiﬁcantly upregulate their expres-
sion of the activation marker CD69 when exposed to IL12
and poly I:C (not shown). BMPRII expression differed and
was relatively abundant on CD56hi NK cells with levels
approaching 50% for some donors (Fig. 2B). As with NK
cells' BMPRIA expression, culture in IL2, IL12, and poly I:C
had no signiﬁcant impact on their expression of BMPRII
(Fig. 2B).
NK cells' interactions with DCs or target cells can signiﬁ-
cantly inﬂuence their phenotype. To test if this was the case for
NK cells' expression of BMP receptors, we cocultured NK cells
with activated autologous CD1cþ myeloid DCs or with K562
target cells and measured BMP receptor expression by ﬂow
cytometry. The results demonstrated that neither of these
stimulatory conditions had any effect on NK cells' expression
of either BMPRIA or BMPRII (not shown). Thus, stimuli
typically associated with the induction of NK cell activation
did not affect NK cells' BMP receptor expression.
To conﬁrm the mRNA and protein expression of BMP
receptors and ligands' facilitated autocrine BMP signaling, we
next measured the NK cells' intracellular p-Smad-1/-5/-8 levels
by ﬂow cytometry. Immediately after isolation, a signiﬁcant
proportion of NK cells stained p-Smad-1/-5/-8 positive, and
these levels increased through culture in IL2 alone and further
increased through addition of IL12 and poly I:C (Fig. 2C).
Although these results are in agreement with those showing
increased expression ofmRNAs encoding BMPRIA and Smad-1
by NK cells cultured under the same conditions (Supplemen-
tary Fig. S1), they were not fully reconcilable with our data
showing more limited cell surface expression of BMPRIA and
differential expression of BMPRII, i.e. between CD56int and
CD56hi NK cells (Fig. 2A and B). To understand this more fully,
we explored the possibility that NK cells may have an alter-
native mechanism to facilitate BMP signaling. Others have
shown in transfected cell lines that BMPRIA can be present
intracellularly, and to test if this was relevant to NK cells, we
compared cell surface and intracellular BMPRIA staining
immediately after isolation and following culture in IL2, IL12,
and poly I:C. Consistent with our previous data (see Fig. 2A),
BMPRIA was upregulated on the surface of a minority (range
2%–15%) of NK cells after stimulation (Fig. 2D). However, in
complete contrast with this, the intracellular staining revealed
that the majority of NK cells stained BMPRIA positive ex vivo
and that these levels increased upon in vitro stimulation with
IL2, IL12, and poly I:C (Fig. 2E). The analysis also demonstrated
that both the CD56int and CD56hi NK cell subsets each
expressed similar levels of intracellular BMPRIA ex vivo and
that each subset increased their expression of intracellular
BMPRIA and p-Smads-1/-5/-8 upon stimulation with IL2, IL12,
and poly I:C (Supplementary Fig. S2A and S2B).
AutocrineBMPsignaling confers optimalNKcell effector
functions
To address our hypothesis that BMP signaling in NK cells
may alter their effector functions, we ﬁrst used compound
C/dorsomorphin, a chemical known to inhibit BMP signaling
by binding to BMPRIA, BMPRIB, and ActRIA (44). In summary,
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Figure 2. NK cells express BMPRIA and
BMPRII on their surface. MACS-puriﬁed
NK cells (purity 95%) were stained with
monoclonal antibodies against CD3,
CD56, BMPRIA, BMPRII, or p-Smads-
1/-5/-8 either immediately after
puriﬁcation or after 12 to 48 hours of
culture in 96-well plates at 1105 cells per
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I:C. The dot plots show CD56int and
CD56hi CD3 NK cells with the exclusion
of a small (<5%) population of CD56
cells. NK cells' surface expression of
BMPRIA is shown in A and D, intracellular
BMPRIA expression in E, BMPRII
expression in B, and intracellular p-
Smads-1/-5/-8 expression in C. Data are
representative of three to six donors.
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the addition of compound C/dorsomorphin to IL2- and IL12-
stimulated NK cells resulted in their reduced expression of
NKG2D, and in a dose-dependent manner, inhibition of IFNg
release (Supplementary Fig. S3A and S3B). Furthermore, the
addition of compound C/dorsomorphin to IL2-, IL12-, and poly
I:C-stimulated NK cells resulted in the near complete inhibi-
tion of their capacity to kill K562 target cells (Supplementary
Fig. S3C).
Given the potentially confounding effects of compound
C/dorsomorphin on other kinases, we reassessed our ﬁndings
by using the well-documented natural BMP antagonist, noggin
(45). We ﬁrst assessed the effects of the addition of noggin on
NK cells' proliferation, as this is an important mechanism to
amplify antitumor defenses. To do this, we CFSE labeled NK
cells and cultured them for 5 days in IL2, IL12, and poly I:C, with
or without noggin. The results demonstrate that this stimu-
latory combination of cytokines, togetherwith a TLR-3 agonist,
was effective at inducing NK cell proliferation (especially in the
CD56hi subpopulation; data not shown) but most importantly,
inhibition of BMP signaling via the addition of noggin signif-
icantly inhibited the proliferation globally (Fig. 3A). Further-
more, in agreement with our ﬁndings using dorsomorphin/
compound C (Supplementary Fig. S3B), the addition of noggin
(even at low concentrations) signiﬁcantly inhibited IFNg
release by IL2-, IL12-, and poly I:C-stimulated NK cells (Fig.
3B). To extend our analysis, additional donor NK cells were
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Figure 3. The natural BMP
antagonist noggin inhibits NK
cells' proliferation and cytokine
and chemokine production. A,
MACS-puriﬁed NK cells (purity
95%) were CFSE labeled, then
cultured at 2 105 cells per well in
96-well round-bottomed plates in
media supplemented with IL2,
IL12, and poly I:C in the absence or
presence of noggin (100 ng/mL) for
5 days. NK cells' proliferation was
assessed through dilution of CFSE
intensity by ﬂow cytometry. B,
puriﬁed NK cells were cultured at
1  105 cells per well in 96-well
round-bottomed plates in media
supplemented with IL2, IL12, and
poly I:C with or without the
indicated concentrations of noggin
for 2 to 24 hours and IFNg levels in
the NK cells' supernatants were
measured by ELISA. C–L, puriﬁed
NK cells were cultured in IL2 alone
with or without addition of IL12 or
poly I:C or noggin (100 ng/mL) for
20 hours and the indicated
cytokines and chemokines were
measured by Luminex. One
representative donor of three is
shown in A, whereas in B–L, the
data are the mean  SD of three
separate donors. ,P < 0.01 versus
IL2-, IL12-, and poly I:C-activated
NK cells without addition of
noggin.
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cultured in IL2 alone or together with IL12 with or without the
addition of poly I:C or noggin before the supernatants were
interrogated for cytokine and chemokine content by Luminex.
First, the results demonstrate that the addition of poly I:C
(together with IL2 and IL12) induced signiﬁcant increases in
NK cells' release of the majority of cytokines and chemokines
tested, i.e., above that induced by IL2 and IL12 stimulation
alone (Fig. 3 C–L). This method conﬁrmed and extended our
ELISAdata by again demonstrating that inhibition of autocrine
BMP signaling through the addition of noggin to IL2-, IL12-,
and poly I:C-activated NK cells signiﬁcantly inhibited their
IFNg production (Fig. 3C), but also revealed that the addition of
noggin suppressed NK cells' production of Th1-associated IL6,
TNFa, and GM-CSF (Fig. 3D–F), Th2-associated IL10 and IL13
(Fig. 3G and H), and the chemokines CXCL8, CXCL10, CCL3,
and CCL4 (Fig. 3I - L).
Noggin neutralizes a number of BMPs (including BMP-2,
-4, -5, -6, and -7), but its binding afﬁnity varies, e.g., very high
afﬁnity for BMP-2 but moderate afﬁnity for BMP-7. There-
fore, to further substantiate our ﬁndings, we modiﬁed our
experimental method by incorporating the use of DMH1, a
second-generation compound C/dorsomorphin homolog
known to be a highly speciﬁc inhibitor of BMPRIA (and
also ActRIA). We ﬁrst tested whether the addition of DMH1
to IL2-, IL12-, and poly I:C-stimulated NK cells resulted in
altered p-Smad-1/-5/-8 expression. The results demonstrate
that stimulation with IL2, IL12, and poly I:C increased p-
Smad-1/-5/-8 levels in NK cells above that expressed by NK
cells cultured in media alone, but most importantly, the
addition of DMH1 effectively inhibited p-Smad-1/-5/-8
induction in each instance (Fig. 4A).
Next, to test whether inhibition of NK cells' BMP signaling
via DMH1 supported our ﬁndings using noggin, we compared
the two reagents side by side. The results demonstrated that
addition of DMH1 to IL2-, IL12-, and poly I:C-stimulated NK
cells inhibited their IFNg release, and importantly, this was
comparable with the inhibition induced by noggin (Fig. 4B),
was dose dependent (Fig. 4C), and was not superﬁcially due to
inhibitor toxicity (Fig. 4D). Intracellular IFNg staining also
revealed that both CD56int and CD56hi NK subsets contained
IFNgþ cells upon stimulation with IL2, IL12, and poly I:C, and
that the proportion of each diminished upon DMH1 treatment
(Supplementary Fig. S4A). Also, similar to noggin's inhibitory
effects on NK cell proliferation, blocking autocrine BMP sig-
naling through the addition of DMH1 to either IL2- or IL15-
stimulated NK cells also resulted in inhibition of proliferation
(Supplementary Fig. S4B and S4C). Finally, further analysis also
conﬁrmed that addition of DMH1 to IL2-, IL12-, and poly I:C-
stimulated NK cells resulted in a very similar pattern of
cytokine (IL6, IL10, and GM-CSF) and chemokine (CCL5,
CXCL10, and CCL2) inhibition as that induced by BMP neu-
tralization through addition of noggin (compare Fig. 3C–L
with Fig. 4E). Thus, inhibition of BMP signaling through
addition of a naturally occurring antagonist or prevention of
BMPsignaling through chemicallymediated receptor blockade
each resulted in a decreased capacity of NK cells to produce
inﬂammatory cytokines and chemokines. Given that each
method of BMP signaling inhibition resulted in the same
functional outcome, and taking into consideration that
small-molecule inhibitors have several advantages over their
endogenous counterparts (including lower cost and more
consistent activity), we concluded our studies using DMH1.
As mentioned previously, the importance of bidirectional
communication between NK cells and DCs for Th1-mediated
antitumor immunity is well documented. Therefore, wewished
to identify if inhibition of BMP signaling in NK cells resulted in
their altered capacity to activate autologous DCs. To do this,
we cultured NK cells in the presence or absence of IL2, IL12,
and poly I:C with or without the addition of DMH1 for 12 hours
before the NK cells were washed thoroughly and then cocul-
turedwith autologousMoDCs. After 24 hours, we then assessed
the phenotype of the MoDCs and measured cytokine produc-
tion. In agreementwith the literature, activatedNK cells had an
enhanced capacity to induce CD80 and CD83 expression by
MoDCs, but importantly, DMH1-treated NK cells were com-
promised in this regard (Fig. 5A). In line with these ﬁndings,
DMH1-treated IL2, IL12 and poly I:C activated NK cells
completely failed to induce IL12p70 production by MoDC, and
DMH1 treatment inhibited global TNFa production (Fig. 5B).
Taken together, these results show that the auto-activatory
effects of BMP signaling in NK cells are important not only for
their own capacity to produce inﬂammatory cytokines and
chemokines but also for their paracrine capacity to activate
DCs.
The engagement of activatory and inhibitory receptors
allows NK cells to discriminate between healthy cells and
those requiring execution. Therefore, we next examined the
signiﬁcance of autocrine BMP signaling in this character-
deﬁning function. These studies ﬁrst identiﬁed that autocrine
BMP signaling in NK cells is required for their optimal expres-
sion of the activation markers CD69 and NKp46 (Fig. 6A).
Moreover, NK cells cocultured with K562 target cells in the
presence of DMH1 completely failed to release IFNg (Supple-
mentary Fig. S5A). Finally, NK cells activatedwith IL2, IL12, and
poly I:C in the presence ofDMH1had reduced expression of the
cytotoxic granule marker LAMP1/CD107a upon subsequent
coculture with K562 target cells (Fig. 6B), which most impor-
tantly, directly correlated with a dramatic reduction in killing
capacity (Fig. 6C). However, the addition ofDMH1during the 4-
hour cytotoxicity assay had no inhibitory effect on NK cells'
cytolytic capacity (Supplementary Fig. S5B). Taken together,
our data deﬁne autocrine BMP signaling as an inherent path-
way underpinning NK cells' most deﬁning property, killing.
In our concluding analyses, we wished to understand if NK
cells from patients with cancer displayed some changed phe-
notypic expression within the BMP signaling system and
whether this correlated with other important markers of NK
cell activation. To this end, we collected bonemarrow samples
from patients with ALL who were assessed as being at low/
intermediate or high risk of relapse, or those having already
relapsed. The analysis demonstrated that NK cells from
relapsed patients had signiﬁcantly reduced expression of the
activation marker CD69 as well as the natural cytotoxicity
receptors NKp30 and NKp46 (Fig. 7). Conversely, high risk and
relapsed patients coexpressed increased levels of the inhibitory
receptors NKG2A and KIRD2L2/L3, respectively. Most
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importantly, the analysis demonstrated that bone marrow NK
cells from high-risk patients had signiﬁcantly reduced (P <
0.05) expression of the high-afﬁnity BMP binding receptor
BMPRIA and relapsed patients had reduced (P¼ 0.06) expres-
sion (Fig. 7). Thus, lower levels of BMPRIA expression correlate
with an NK cell phenotype representing reduced activatory
marker and increased inhibitory marker expression.
Discussion
A major distinguishing feature separating the BMPs from
the TGFbs and activins is that the BMPs predominantly signal
via a complex of p-Smads-1/-5/-8, whereas the TGFbs and
activins share the use of Smads-2 and -3 (14). It was these
differences in Smad usage that led to the synthesis of our
hypothesis that BMP signaling might inﬂuence NK cells'
Figure 4. The BMPRIA inhibitor
DMH1 decreases NK cells'
cytokine and chemokine
production. MACS-puriﬁed NK
cells (purity95%)were cultured in
IL2, IL12, and poly I:C with or
without the addition of DMH1 (5–50
mmol/L) or DMSOas vehicle control
or noggin (100 ng/mL). A, p-
Smads-1/-5/-8 expression was
determined after 20 hours by
intracellular staining and ﬂow
cytometry. B and C, NK cell
supernatants were collected after
20 hours of culture and IFNg
production determined by ELISA.
D, Annexin V expression was
determined by ﬂow cytometry and
in E, the indicated cytokine and
chemokine levels were determined
using a cytometric bead array
system. A and D, one
representative donor of three is
shown and in B, C, and E, the data
are the mean  SD of two or three
separate donors. , P < 0.01 versus
no addition of noggin or DMH1.
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effector functions differently to the inhibitory signals provided
by TGFb1 (10,46) or activin-A (11). Our ﬁrst PCR-based screen
aimed to identify whether blood-circulating human NK cells
(and CD4þ and CD8þ T cells) express a genetic signature
indicative of a capacity to respond to and/or produce speciﬁc
BMP ligands. These results identiﬁed that NK cells express
mRNAs for BMPRIA (the principal BMP ligand binding recep-
tor) as well as mRNAs for BMPRII (the exclusive BMP type II
receptor; ref. 14). It is interesting that neither NK cells nor
CD4þ or CD8þ T cells expressed mRNAs for BMPRIB. These
data are therefore the ﬁrst to demonstrate that NK cells have
the genetic makeup to express the prototypic BMP type I–II
receptor pair. Furthermore, the analysis revealed the novel
ﬁndings that these sameNKcells containedmRNAs for distinct
BMP ligands, i.e. BMP-2 and -6 but not BMP-4 or -7. In
comparisonwithCD4þ or CD8þTcells, NK cells were exclusive
in their expression of BMP-2 mRNAs, but interestingly, each
lymphocyte population expressed BMP-6 mRNAs. Taken
together, this information formed the foundation of our inves-
tigations, which led to our demonstration that inhibition of
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autocrine BMP signaling in cytokine andTLR-3–stimulatedNK
cells confers optimal (i) IFNg and global cytokine and chemo-
kine production; (ii) phenotypic activation and proliferation;
(iii) autologous DC activation; and (iv) cytotoxicity.
To date, the literature describing roles for TGFb superfamily
members in the mediation of NK cells effector functions has
almost exclusively focused on TGFb1. However, we recently
demonstrated that activin-A displays some similarities in
function to TGFb1 in that it inhibits NK cells proliferation
and cytokine and chemokine production, but unlike TGFb1,
does not directly affect their cytolytic capacity (11). This is
particularly relevant considering we have found that activated
human CD1cþ myeloid DCs and MoDCs produce large
amounts of activin-A yet questionable levels of TGFb1 (47).
These ﬁndings are intriguing and raise the possibility that it is
DC-derived activin-A that is the most relevant negative regu-
lator of NK cells' functions during bidirectional DC/NK cross-
talk.
Most interestingly, our current ﬁndings open the possibility
that individual TGFb superfamily members may play very
distinct (as yet unrealized) roles inNKcell biology. Contextually,
our current studies complement and extend our recent report
that shows that the subpopulation of early human intrathy-
mic CD34þCD1a progenitor cells that express BMPRIA con-
tains a large population of NK cell lineage committed precursor
cells (12). Indeed, in the presence of exogenous IL15 autocrine
BMP signaling promotes human intrathymic progenitor differ-
entiation in vitro into an immature CD56lowCD161low popula-
tion that remains predominantly BMPRIAþ and then a major
mature CD56int/hiCD161hi population that has mostly lost
BMPRIAexpression (12). Likewise, our analysis of human lymph
node resident NK cells demonstrated that BMPRIA expression
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diminished sequentially from stage 2 pre-NK cells to stage 4
mature NK cells.
Consistent with these observations, our new data show that
freshly isolated blood circulating NK cells express mRNAs for
BMPRIA but that these cells only express low levels of cell
surface BMPRIA. This ﬁnding was surprising considering
BMPRIA is thought to be the dominant ligand binding receptor
and that these same donors CD56hi NK cells expressed signif-
icant levels of cell surface BMPRII (see Fig. 2B). These results
prompted amore in depth investigation that led to the striking
ﬁndings that the majority of freshly isolated (cell surface
BMPRIA low) NK cells have intracellular stores of BMPRIA
and that a signiﬁcant proportion of these express p-Smads-1/-
5/-8. Interestingly, our BMPRIA intracellular staining data is in
line with Song and colleagues who have shown similar results
in transfected mouse C2C12 myoblast cell lines and human
HEK 293 embryonic kidney cells (48). These intracellular stores
of BMPRIA may be essential for NK cells further BMP respon-
siveness, a suggestion supported by our ﬁndings that the
addition of DMH1 profoundly inhibits NK cells effector func-
tions. Moreover, it is noteworthy that the addition of potent
activatory signals to NK cells such as IL2 in combination with
IL12 and poly I:C or co-culture with K562 targets or activated
DCs had no effect on NK cells surface expression of BMPRIA
nor their net expression of BMPRII. Considering such stimuli
are well known to induce or reduce the expression of a number
of important receptors on NK cells, including IL12p70 and
TGFb receptors (respectively; ref. 11), it stands out that the only
factor we have tested that results in altered (increased)
BMPRIA expression was the addition of recombinant BMP-2
(data not shown). It is certainly possible that BMPs produced
by NK cells or other immune or stromal cells could trigger
receptor exocytosis thus making the receptor available to bind
exogenous ligand. Alternatively, a mechanism may be in place
whereby BMPRIA containing "compartments" could fuse with
ligand and BMPRII containing endosomes (or other forms
of vesicles) to facilitate signaling. In this regard Shi and
colleagues described that the FYVE-domain protein endoﬁn,
which largely localizes in early endosomes, binds Smad-1
preferentially and enhances Smad-1 phosphorylation and
nuclear localization upon BMP stimulation (49). This result
suggests that BMP signaling could well be initiated in an early
endocytic compartment. Similarly, two other FYVE-domain
proteins (SARA and Hgs) also localize in early endosomes and
mediate the initiation of TGFb/activin signaling favoring
receptor-induced activation of Smads-2 and -3 (50, 51).
Our initial ﬁndings that Compound C/dorsomorphin pro-
foundly inhibited NK cells capacity to kill the K562 human
leukemic tumor cell line and inhibited their production of IFNg
signiﬁcantly raised our awareness of the potential importance
of this pathway to NK cells. Indeed, it was this data that
prompted our more exhaustive investigations of the effects
of BMP signaling inhibition via complementary usage of its
natural antagonist noggin and the BMPRIA and ActRIA inhib-
itor DMH1. Our data demonstrates that autocrine BMP sig-
naling confers a number of character deﬁning functions to NK
cells thus supporting our original hypothesis i.e. that BMP
signaling in NK cells may result in functionally distinct out-
comes to those induced by activin-A or TGFb. Indeed, in the
absence of autocrine BMP signaling, NK cells' capacity to
proliferate was severely compromised, as was their capacity
to (i) produce inﬂammatory cytokines and chemokines, (ii)
express phenotypic markers of activation that are known to
play important coactivatory roles, (iii) bidirectionally activate
autologous DCs, and ﬁnally and most importantly, (iv) kill.
The sum of this inhibition could be devastating and life
threatening. For example, an NK cell encountering a BMP
antagonist-producing tumor or oncogenic virus-infected cell in
vivo may become incapacitated and thus functionally defunct.
An outcome such as this could clearly have substantial "knock-
on" effects, potentially resulting in signiﬁcantly compromised
immunity. This raises the very important question as to the
potential production of various BMPs by distinct immune cell
populations and to the potential production of BMP antago-
nists by tumor cells. Indeed, in the context of tumorigenesis,
our ﬁndings are intriguing and clearly point to the value of a
detailed analysis of human immune cell and tumor cell–
speciﬁc expression of BMP receptors, ligands, and antagonists.
This is especially relevant considering our ﬁnding that NK
cells resident in the bone marrow of high risk of relapse ALL
patients have reduced expression of ligand binding BMPRIA.
This raises the possibility that NK cells from patients with
some forms of cancer may have a reduced capacity to bind
BMP ligands, thus leading to a reduced capacity to receive the
activatory signal provided by p-Smad-1/-5/-8 signaling. Clearly,
we need to extend this analysis and assess the expression of
BMP receptors (cell surface and intracellular) and levels of p-
Smad-1/-5/-8 signaling in NK cell populations from patients
with other types of cancer. Finally, given inhibition of BMP
signaling can so potently inhibit NK cells' effector functions,
deliberate activation of this pathway is a logical next step to
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high-afﬁnity BMP-binding receptor BMPRIA. Bone marrow aspirates
were taken from patients with ALL diagnosed as low/intermediate or high
risk of relapse, or relapsed (n ¼ 7, 5, and 5 respectively). Bone marrow
cells were stained with combinations of ﬂourochrome-labeled antibodies
against CD3, CD45, CD56, CD69, NKG2D, NKp30 and 46, CD94,
NKG2A,KIR2DL2/L3, andBMPRIAbefore the cellswere analyzedby ﬂow
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understand whether this approach may generate hyperacti-
vated NK cells that are more potent in the killing of tumor cells
for immunotherapy. Taken together, our ﬁndings have iden-
tiﬁed a major new piece in the complex puzzle that is the
biology of NK cells.
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Abstract
The relevance of tumor microenvironment for the development and progression of tumor cells in hematological
malignancies has been extensively reported. Identification of factors involved in the information exchange between the
malignant cells and the bone marrow mesenchymal stem cells (BM-MSCs) and the knowledge on their functioning may
provide important information to eliminate leukemic cells from protective BM niches. We evaluated changes in BM-MSCs
obtained from children with acute lymphoblastic leukemia (ALL) at different times in the course of disease. Whereas ALL-
MSCs did not exhibit phenotypic changes compared to BM-derived MSCs isolated from healthy donors, they exhibited
increased adipogenic capacity. In addition, the viability of healthy CD34+ hematopoietic progenitors was significantly
reduced when co-cultured with ALL-MSCs. ALL-MSCs grow less efficiently, although gradually recover normal growth with
treatment. Accordingly, proliferation is particularly low in MSCs obtained at diagnosis and in the first days of treatment (+15
days), recovering to control levels after 35 days of treatment. Correlating these results with bone morphogenetic protein 4
(BMP4) production, a molecule demonstrated to affect MSC biology, we found higher production of BMP4 in ALL-MSCs
derived from patients over the course of disease but not in those free of leukemia. However, no significant differences in the
expression of different members of the BMP4 signaling pathway were observed. Furthermore, an inverse correlation
between high levels of BMP4 production in the cultures and MSC proliferation was found, as observed in MSCs derived from
patients at diagnosis that produce high BMP4 levels. In addition, co-culturing ALL-MSC with the REH leukemia cell line, but
not CD34+ hematopoietic progenitors, powerfully enhanced BMP4 production, suggesting an intimate crosstalk among
ALL-MSCs isolated from BM colonized by ALL cells that presumably also occurs in situ conditions. Our data may support the
participation of BMP4 in BM niche, but the mechanism remains to be elucidated.
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Introduction
Bone marrow (BM) microenvironments are involved in the
initiation and propagation of hematological diseases [1,2]. It has
been proposed that leukemia cells ‘‘hijack’’ the homeostatic
mechanisms of the normal BM microenvironment in a process
that becomes key for the response to chemotherapy and disease
relapse [3]. Mesenchymal stromal cells (MSCs) are now recog-
nized as the essential element of both healthy and leukemic
hematopoietic microenvironments [4]. MSCs were first described
as a BM-derived mononuclear cell fraction that, after ex vivo
culture, adheres to plastic, acquires a fibroblast-like morphology
[5], exhibits a non-hematopoietic phenotype, and shows capacity
to differentiate into multiple mesodermal cell lineages [6]. Their
role in hematological disorders has been particularly emphasized,
but most of our knowledge of these topics comes from xenograft
models, where cancer cells grow in non-physiological conditions,
or using cell culture models where MSC are derived from healthy
adult donors or even MSC are commercial lines. Little is known
regarding the features of MSCs in cancer pediatric patients
specifically in patients suffering acute lymphoblastic leukemia, the
most common cancer diagnosed in children.
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Many soluble and membrane-bound molecules have been
related with the information exchange between malignant cells
and BM-MSCs. In recent years, several studies have reported the
relevance of BM stromal cells for the survival [7] and resistance to
chemotherapy [8] of acute lymphoblastic leukemia (ALL) cells
homed in the BM. These studies emphasized the relevance of cell-
to-cell contacts between BM stromal cells and leukemia cells [7,8]
and the possible role played by certain molecules, such as IL7 [9],
CXCR4 [10], and TGFb [11]. In addition, bone morphogenetic
proteins (BMPs), members of the TGFb superfamily, and BM
stroma are implicated in the development of hematopoietic
neoplasms [12,13], including ALL [14]. BMP6 released from
BM stroma inhibits human B lymphopoiesis in adults [15], and
BMP2 regulates MSC differentiation in humans. BMP4 has been
described as a critical component produced by the hematopoietic
microenvironment that regulates both HSC number and function
[13] and recently Khurana et al have implicated BMP4 also in
homing and engraftment of mouse and human hematopoietic
stem/progenitor cells [16]. We recently demonstrated that MSCs
derived from human adipose tissue endogenously produce BMP4,
express all the molecular machinery of BMP4 signaling pathway,
and respond in a concentration-dependent manner to the
stimulation of this pathway [17]. In addition, in recent years the
contribution of BMP4 to cancer pathogenesis has been empha-
sized reporting both protumoral and antitumoral effects of this
morphogen, depending on the kind and level of risk of tumor [18].
Furthermore, BMP4 produced by tumor microenvironment seems
to be important for the biology of numerous hematological
[12,19], and non-hematological tumors [20,21,22] although few
studies have analyzed the cellular component responsible for such
production, the autocrine effects or the stimulus responsible for
this production.
In this study, we analyzed the behaviour of MSC in paediatric
patients with acute lymphoblastic leukemia (ALL-MSCs), with
special emphasis in the inverse correlation between high levels of
BMP4 production in the cultures and MSC proliferation at
diagnosis, during treatment and after remission (out of therapy), as
well the relevance of leukemic cells in the powerfully enhanced
BMP4 production of MSC at diagnosis and finally the important
contribution of BMP4 in maintaining MSC in the hematopoietic
niche. Our results indicate that BMP4 produced by BM stromal
cells importantly influences on ALL cells.
Materials and Methods
Patients and samples
BM aspirates from eleven children diagnosed with B-cell
precursor ALL at the Hospital del Nin˜o Jesus (Madrid, Spain)
were collected. The main characteristics of the patients in this
study and the entire group are summarized in Table 1. BM
samples were drawn at diagnosis (ALL-MSC-Diagnosis), and at 15
(ALL-MSC+15) and 35 days (ALL-MSC+35) after initiation of
therapy; in some experiments, samples 52 and 70 days after
therapy initiation (ALL-MSC+52, ALL-MSC+70) were used.
Children were treated under the PETHEMA protocol (stands
for Spanish Protocol for Malignant Hemopathies. Results of these
protocols have been previously reported [23,24]), and all samples
after diagnosis were in complete haematological remission.
Aspirates from three children with B-cell precursor ALL who
recovered without signs of disease and out of therapy (OOT-MSC)
(Table 1) and from six children with no haematological diseases
(Healthy-MSC) were also obtained. The study was approved by
the Ethics Committee of the Hospital del Nin˜o Jesus and written
informed consent was obtained from parents/tutors on the behalf
of the minors/children participants.
Cord blood samples and leukemic cell lines
Cord blood Lin-CD34+ precursor cells were isolated using the
CD34 Progenitor Cell Isolation Kit Miltenyi Biotech, followed by
a negative selection to eliminate Lin+ cells.
The ALL cell lines were obtained from DSMZ (German
collections of Microorganisms and Cell Culture) REH (ACC-22)
and NALM6 (ACC128) both are B-cell precursor leukemia. The
Table 1. Clinic data of patients.
Patient Sex Age ALL-Immunophenotype Cytogenetics Risk Current Situation Out of treatment
1 M 2 B-cell precursors ND L In treatment-complete remission NO
2 M 10 B-cell precursors ND L 3rd year-complete remission NO
3 M 10 B-cell precursors ND L 3rd year-complete remission NO
4 M 6 B-cell precursors t(12;21)q(12;22) L 2nd year–complete remission NO
5 F 2 B-cell precursors ND I 3rd year-complete remission NO
6 F 4 B-cell precursors ND I 2nd year-complete remission NO
7 F 5 B-cell precursors ND I 4th year-complete remission NO
8 M 5 B-cell precursors ND I 2nd year-complete remission NO
9 M 2 B-cell Precursors 45,XY,-20, del (1) (p31) I Intra-treatment relapse NO
10 F 1 B-cell precursors t(4;11)q(21;23) H Intra-treatment relapse and death NO
11 M 14 B-cell precursors t(9;22)q(4;11) H Intra-treatment relapse NO
A F 6 B-cell precursors ND I 4th year-complete remission 1-year end of treatment
follow up sample
B F 9 B-cell precursors t(12;21)q(12;22) I 4th year-complete remission 1-year end of treatment
follow up the sample
C M 10 B-cell precursors ND L 4th year-complete remission 1-year end of treatment
follow up sample
Note: M: male; F: female; ND: no determined; L: Low risk; I: Intermediate risk; H: High risk.
doi:10.1371/journal.pone.0084496.t001
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cell lines were maintained at a density of 16106 cells/mL in
RPMI-1640 (GIBCO) in 10% FBS with antibiotics.
Cell culture
MSCs were isolated and cultured as previously described
[17,25]. Once the cultures reached 80–90% confluence, the cells
were recovered by supplying 0.25% trypsin solution (Gibco-
Invitrogen) and counted in a hemocytometer. Cell viability was
assessed by trypan blue staining, and the cells were replated at a
density of 56103 cells/cm2. The cells were maintained and
expanded in MesenPRO-RSTM medium (Gibco-Invitrogen), with
antibiotics and L-glutamine in a 5% CO2-in-air incubator at
37uC. All experiments were performed with cells harvested
between the fifth and tenth passage.
Flow cytometry
The following mAbs conjugated with FITC, PE or APC were
used for flow cytometric analysis: CD14, CD19, CD29, CD34,
CD44, CD45, CD90, CD105 and HLA-DR (BD Biosciences,
BioLegend, and Immunostep). For intracellular staining of
phosphorylated SMAD1, cells were treated with Cytofix/Cyto-
perm solution (BD Biosciences), washed with Perm/Wash buffer
III (BD Biosciences) and stained with anti-human phospho-
Smad1/5/8 (Santa Cruz), followed by fluorochrome-conjugated
multi-absorbed F(ab’)2 fragment of donkey anti-rabbit IgG
(Jackson ImmunoResearch Laboratories). Analyses were conduct-
ed in a FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences) at the
Centro de Citometrı´a y Microscopı´a de Fluorescencia (Complu-
tense University-Madrid-Spain) (CCMF-UCM) and a FACS
Canto II (BD Bioscience) with the FACS Diva software, at the
Hospital Nin˜o Jesus.
Proliferation assays
Cultures were pulsed for 12 hours with 10 mM BrdU. A BrdU
Labeling and Detection Kit III (ROCHE) were used to measure
BrdU incorporation into newly synthesized DNA, as described
previously [17].
Apoptosis assays
Cells were stained with Annexin-V-FITC (ROCHE) and
propidium iodide, and analyzed by flow cytometry. Annexin-V-
positive and propidium iodide-negative cells were considered
apoptotic cells [17].
BMP4 measurements
The concentration of BMP4 in the culture supernatants was
determined using a specific ELISA assay kit (R & D Systems) [17],
following the manufacturer’s instructions.
BMP4 and dorsomorphin treatment
Heathy-MSC and ALL-MSC-diagnosis were cultured for six
days in Mesen PRO-RSTM medium supplemented with human
recombinant BMP4 (0.01–100 ng/mL). For treatment with
dorsomorphin (Calbiochem, Nothingham), cells were cultured in
Mesen PRO-RSTM medium for 24 h and then the medium was
supplemented with the inhibitor (2–10 mM) for five more days.
After treatment, MSCs were harvested and used for viability assays
or processed for determining cell proliferation.
PCR analysis
Real-time PCR reactions were performed with specific TaqMan
Gene Expression Assays (Applied Biosystems), as described
previously [17]. Expression was normalized using GNB2L1 and
calculated based on CT values [17]. Amplifications, detections,
and analyses were performed in a 7.900HT Fast Real-time PCR
System (Centro de Geno´mica, Complutense University, Madrid,
Spain).
Differentiation assays
The procedures were adapted from previous protocols [25].
BM-MSCs were plated at a cell density of 5000 cells/cm2 and
grown for six days in Mesen PRO-RSTM medium. The cells were
then cultured with adipogenic or osteogenic differentiation
medium [17]. After six days of differentiation, the cells were
collected for quantitative PCR analysis. After fifteen to twenty
days, lipid and ALP quantification was performed as previously
described [26,27].
Co-culture assays
ALL-MSCs were co-cultured with either CD34+ cells purified
from cord blood units using immunomagnetic methods (Miltenyi
Biotech) or the B-precursor leukemic cell line REH (ratio
MSC:CD34+ and MSC:REH, 1:20). Viability of cells was
determined separately for hematopoietic cells (identified as
CD45+ cells) and MSCs (CD105+ cells) by flow cytometry after
five days in culture.
Statistical analysis
The Mann-Whitney (Wilcoxon) test and Student t test were
used for statistical analysis. *P#0.05, **P#0.01.
Results
Immunophenotype of leukemic and healthy MSCs
Healthy-MSCs, OOT-MSCs and ALL-MSCs expressed typical
MSC markers, including CD29, CD44, and CD90, but no
hematopoietic cell markers (CD14, CD19, CD34 or CD45) or the
MHC class II molecules, including HLA-DR (Fig. 1). No
significant changes were detected in the expression of studied
markers among the different groups of MSCs.
Growth kinetics of leukemic and healthy MSCs
Despite the high variability found among the samples, the
growth pattern over 10 days was similar for Healthy-MSCs and
ALL-MSCs (Fig. 2A). In both Healthy-MSCs and ALL-MSC
cultures, an initial decrease of MSC numbers on day 1 was
followed by a gradual increase at later time points. However,
whereas ALL-MSC-Diagnosis and ALL-MSC+15 numbers did
not recover to control levels, ALL-MSC+35 reached control values
by day 10 of culture. OOT-MSC showed a robust growth
throughout the culture (Fig. 2A). In agreement with the reduced
MSC numbers found in ALL-MSC-Diagnosis and ALL-MSC+15
cultures (Fig. 2A), both showed a significant decrease in the
proliferative rate compared with healthy levels (Fig. 2B). In
contrast, ALL-MSC+35 showed similar proliferation levels as
healthy cells (Fig. 2B). OOT-MSCs showed higher proliferation
rates than healthy cells, although the differences were not
statistically significant (Fig. 2B).
Differentiation capabilities of healthy and leukemic MSC
In vitro capacity for adipogenic and osteogenic differentiation
was evaluated in Healthy-MSCs and ALL-MSCs (Fig. 2C–F).
Prior to differentiation, both ALL-MSCs and Healthy-MSCs
expressed similar levels of NANOG and OCT4, two markers that
confirmed the undifferentiated condition of the MSC groups
(Fig. 2C). Whereas ALL-MSC-Diagnosis and OOT-MSC groups
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exhibited an adipogenic differentiation capacity similar to healthy
cells, ALL-MSCs from treated patients (+15 and +35) showed an
increased adipogenic differentiation compared to healthy cells
(Fig. 2D). Concomitantly, we observed a higher expression of
genes specifically involved in adipogenesis, CEBP and PPARc, in
these samples (Fig. 2F). In contrast, no significant differences were
found in ALP expression in both ALL-MSCs and OOT-MSCs
compared to Healthy-MSCs (Fig. 2E). Furthermore, the induced
expression of the osteogenic gene RUNX2 was similar in all
samples analyzed (Fig. 2F).
ALL-MSCs differentially affect survival of healthy and
leukemia cell progenitors
Because controversial results have been published on the
capacities of leukemia microenvironments for differentially sup-
porting the growth of normal hematopoietic and leukemia cells
[28], we evaluated the effects of ALL-MSCs on the survival of
either cord blood CD34+ hematopoietic progenitors or REH, a
leukemic cell line, by co-culturing both cell types with ALL-MSCs.
The viability of CD45+ cells co-cultured with ALL-MSC was
compared to healthy or leukemia cells co-cultured with Healthy-
MSCs (Fig. 3). Co-culturing leukemia REH cells with ALL-MSCs
did not affect REH cell viability compared to co-cultures with the
Healthy-MSC controls. However, viability, was reduced signifi-
cantly in healthy CD34+ hematopoietic progenitors co-cultured
with MSCs derived from patients at the first stages of the disease (-
Diagnosis, +15, +35, +52, +70) and OOT-MSC. The relative
survival of healthy hematopoietic progenitors recovered normal
values when co-cultured with ALL-MSCs derived from +52
patients (Fig. 3).
BMP4 production by healthy and leukemic MSCs at
distinct stages of the disease
ALL-MSCs obtained at diagnosis showed 12-fold more BMP4
in the culture supernatants than Healthy-MSCs. After 15 days of
treatment (+15), this difference was reduced to just two-fold,
although in both cases the differences with control values were
statistically significant. In contrast, BM-MSCs of patients after 35
days of treatment (+35) showed low levels of BMP4, similar to
Healthy-MSCs (Fig. 4A). The observed differences in BMP4
transcript production between Healthy-MSCs and ALL-MSCs
were even more significant (Fig. 4B). ALL-MSCs at diagnosis
showed 166-fold more BMP4 transcripts than Healthy-MSCs.
These values gradually decreased in ALL-MSC+15 and ALL-
MSC+35, but remained significantly higher than control values
(Fig. 4B). In contrast, levels of BMP4 transcripts in MSCs obtained
from patients out of therapy did not exhibit significant differences
compared to Healthy-MSCs (Fig. 4B).
Expression of different members of the BMP4 signaling
pathway in healthy and leukemic MSCs at different
stages of disease
BMPs bind to three type I receptors (ACVR1, BMPR1A, and
BMPR1B) and three type II receptors (BMPRII, ACVR2A, and
ACVR2B). In our study, we focused on the type I receptors that
show high affinity for the members of the BMP2/4 subgroup of
BMPs [29]. In general, the expression of the three type I receptors
was similar or lower in leukemic MSCs, including those from
children out of therapy, but the differences were not significant
(Fig. 5A).
After ligand binding a heterodimeric-activated receptor com-
plex is formed, that phosphorylate R-SMADs, which then join to
common SMAD4 and translocate into the nucleus where they
affect ID genes [30]. Although a slight increase was detected in the
expression of three R-SMADs in the leukemic cells at diagnosis,
+15, +35 and out of therapy, the differences were not statistically
significant. Remarkably, SMAD4 expression was significantly
higher in MSCs obtained from BM of children after ending
therapy compared to other MSC groups, including healthy ones
(Fig. 5B). On the other hand, we were unable to find significant
variations in the expression of the target transcription factors of
BMP4, ID2 and ID3, between leukemic and Healthy-MSCs
(Fig. 5C). ID2 expression was only significantly increased in ALL-
MSC+15 (Fig. 5C).
Additionally, our results showed no changes in the expression of
different BMP4 antagonists in ALL-MSCs compared to Healthy-
Figure 1. Surface marker expression pattern of MSCs derived from BM of ALL patients. No significant changes were observed in the
expression of molecules between Healthy-MSC, ALL-MSC and OOT-MSC. Gray histograms represent background fluorescence using isotype-matched
irrelevant mAbs.
doi:10.1371/journal.pone.0084496.g001
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MSCs, except in the MSCs isolated from BM out of therapy,
which exhibited significantly higher Noggin expression than any
other MSC groups, including healthy controls (Fig. 5D).
Furthermore, to determine whether the BMP signaling pathway
was functional in ALL-MSCs, we stimulated healthy and ALL-
MSCs with BMP4 and evaluated the phosphorylation of R-Smad1
by flow cytometry. Our results confirmed the normal functioning
of the BMP signaling pathway in ALL-MSCs (Fig. 5E).
Response of healthy and leukemic MSC to BMP4
pathway
Treatment with different doses of dorsomorphin, an inhibitor of
the canonical BMP signaling pathway, resulted in a significant
concentration-dependent reduction of MSC proliferation that was
greater in Healthy-MSCs than in ALL-MSCs (Fig. 6A). BMP4
supply to dorsomorphin-treated cultures restored cell proliferation
to control levels, eliminating possible non-specific effects of the
dorsomorphin treatment (Fig. 6A). At the same time, increased
proportions of apoptotic Healthy-MSCs and ALL-MSCs where
detected when cultured with dorsomorphin (Fig. 6B).
The addition of increasing doses of BMP4 induced a slight
increase of healthy MSC proliferation compared to non-treated
Healthy-MSCs, whereas high doses of BMP4 significantly reduced
proliferation (Fig. 6C). Remarkably, when high doses of BMP4
were added to the Healthy-MSC cultures, the levels of MSC
proliferation were equivalent to those observed in ALL-MSCs at
diagnosis (Fig. 6C), when the highest amounts of BMP4 are
produced (Fig. 4). Thus, when we represented together BMP4
production and MSC proliferation in ALL-MSCs along the course
of disease, a correlation could be established between the high
production of BMP4 and the low levels of MSC proliferation at
Figure 2. Growth kinetics, proliferation and differentiation of ALL-MSCs. (A) Growth kinetics of BM-MSCs. At each time point, cells were
harvested, stained with trypan blue, and counted. Viable cells are represented. Data are representative results from at least, three independent
experiments. (B) Determination of BM-MSC proliferation after culture for six days. Results are the mean of 11 different donors for ALL-MSCs and 6
different donors for Healthy-MSCs, each with three cultures per point. Asterisks indicate statistical significance between Healthy-MSC and ALL-MSC-
Diagnosis or ALL-MSC+15 (*P,0.05; **P,0.01). (C) Expression of transcription factors essential to the pluripotency and self-renewal properties of
undifferentiated stem cells. MSCs cultured for six days were collected and the expression of NANOG and OCT4 was analyzed by quantitative PCR. No
significant statistical differences were observed between Healthy-MSCs and ALL-MSCs. (D–F) Osteogenic and adipogenic differentiation capacity of
Healthy-MSCs and ALL-MSCs. After six days of culture in Mesen PRO-RSTM medium, cells were transferred to either osteoblast- or adipocyte-inducing
media for 15–20 more days. Adipogenic differentiation was evaluated by Oil Red O (ORO) staining of neutral lipids and Coomassie brilliant blue
staining of cellular protein S. The specific lipid content was calculated as the absorbance ratio obtained by ORO and Coomassie blue staining.
Osteogenic differentiation was evaluated as alkaline phosphatase (ALP) activity in 50 mL of cell lysate and normalized for total protein to obtain the
specific ALP. Asterisks indicate statistical significance between Healthy-MSC and ALL-MSC+15 or ALL-MSC+35 (*P,0.05) (Healthy-MSC, n = 6; ALL-
MSC, n = 11; OOT-MSC, n = 3). (F) After six days of culture in osteoblast- or adipocyte-inducing media, cells were collected and analyzed by
quantitative PCR. Data show the induction of adipose (CEBP and PPARc) and osteogenic (RUNX2) specific genes in different MSC samples.
doi:10.1371/journal.pone.0084496.g002
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Figure 3. Survival of cord blood CD34+ hematopoietic progenitors and leukemic cells (REH cell-line) co-cultured with ALL-MSCs.
Cell survival is expressed as the ratio between the survival of CD45+ cells from co-cultures with ALL-MSCs and that from co-culture of either
hematopoietic or leukemia cells with Healthy-MSCs. Values below 1 indicate that the viability of hematopoietic cells was lower when co-cultured with
ALL-MSCs than when co-cultured with healthy BM-MSCs. Note the significant decrease of the survival of CD34+ hematopoietic progenitors co-
cultured with ALL-MSCs at diagnosis and after +15 and +35 days of treatment. (*P#0.05).
doi:10.1371/journal.pone.0084496.g003
Figure 4. Expression of BMP4 by ALL-MSCs in the course of disease. (A) MSCs isolated from the BM of healthy donors (n = 6) and ALL
patients at different times in the course of disease (n = 11 patients and n = 3 children out of therapy) were cultured for six days, and the amount of
BMP4 in the medium was assessed by ELISA. (B) BMP4 transcript expression in Healthy-MSCs and ALL-MSCs was confirmed by quantitative PCR. Data
represent arbitrary units of gene expression from the different samples studied. Asterisks indicate statistical significance between Healthy-MSCs and
ALL-MSCs (*P#0.05; **P#0.01).
doi:10.1371/journal.pone.0084496.g004
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diagnosis, followed by a gradual decrease of BMP4 production
during treatment (+15, +35) that correlated with increased rates of
cell proliferation (Fig. 6D). On the other hand, none of the BMP4
doses significantly modified Healthy-MSC viability (Fig. 6E).
BMP4 production in co-cultures of healthy and leukemic
MSC with either cord blood CD34+ hematopoietic
progenitor cells or REH leukemia cell line
Because a crosstalk between stroma (MSCs) and hematopoietic
cells has been established, we evaluated the effect of the presence
of hematopoietic progenitors or leukemic cells (REH cell line) on
BMP4 production by Healthy-MSCs or ALL-MSCs. When co-
cultures were established between healthy or leukemic MSCs and
CD34+ hematopoietic cells, although the basal BMP4 production
of ALL-MSCs alone was significantly higher (767 pg6480) than
that of Healthy-MSCs (62 pg642) (Fig. 7A, dotted line), the
presence of hematopoietic progenitors further stimulated produc-
tion in the co-cultures established with Healthy-MSCs than in
those with ALL-MSCs. However, co-cultures established with the
REH cell line plus ALL-MSCs, but not with Healthy-MSCs,
dramatically increased BMP4 production (Fig. 7A).
To analyze possible effects of this increased production of
BMP4 by ALL-MSCs on the growth of either healthy or leukemic
hematopoietic cells, we studied the proliferative capacity and
viability in different leukemic cell lines and healthy hematopoietic
cells, cultured alone without MSC, in the presence of high and low
amounts of BMP4. No changes were observed in the proliferation
rate in cultures supplied with low doses of BMP4. In contrast, high
doses induced a slight decrease of the percentage of proliferating
cells that was significant in the case of both REH cells and
NALM6 cells (Fig. 7B) and in correlation, the absolute numbers
obtained in these cultures were also reduced (Fig 7C). BMP4
treatment did not significantly affect the proportions of apoptotic
REH and NALM6 leukemic cells (Fig. 7D).
Discussion
ALL-MSCs do not show phenotypic changes compared to
healthy BM-MSCs but their capacity to differentiate to adipocytes
increases during the course of disease, later partially regressing in
MSCs derived from patients who ended the therapy. Presumably,
the chemotherapy treatments affect the behaviour of MSCs
increasing their capacities for adipogenic differentiation because
Figure 5. BMP2/4 signaling pathway in ALL-MSCs in the course of disease. Expression of different components of the BMP2/4 signaling
pathway as determined by quantitative PCR: (A) receptors, (B) R-SMADs and Co-SMADs, (C) ID proteins and (D) inhibitors of BMP signaling. PCR data
are represented as arbitrary units of gene expression. Asterisks indicate statistical significance between Healthy-MSCs (n = 6) and ALL-MSCs (n = 11) or
OTT-MSCs (n = 3) (*P#0.05). (E) MSCs were cultured for six days in Mesen PRO-RSTM medium alone (light gray histogram) or supplemented with BMP4
(100 ng/mL) (open histogram) for the last 30 minutes. Detection of intracellular SMAD1 phosphorylation was performed by flow cytometry.
Background staining is shown by isotype-matched control Abs (dark gray histogram). The results are representative of three different experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0084496.g005
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cells derived from bone marrow of patients without treatment (at
diagnosis and out of treatment) exhibited the same capacity than
those derived from healthy donors. Other authors have reported
that BMP4 is involved in MSC commitment into adipocytes [31]
in a process in which FAK (focal adhesion kinase) plays an
important role [32]. However, in MSC derived from ALL treated
patients other factors apart from BMP4 production should be
involved because ALL-MSC at different stages of disease produce
similar amounts of BMP4 (Fig 4A and 4B) but exhibit different
adipogenic capacities. In addition, their pattern of growth and
proliferative capacities are altered during the disease. In general,
no phenotypic changes have been reported in MSCs isolated from
patients with haematological malignancies [33,34]. Nevertheless,
some studies reported decreased expression of some markers
[35,36]. Data in the literature are also contradictory with respect
to differentiation capacities: some studies have reported normal
osteogenic, chondrogenic and adipogenic differentiating potential
in leukemic MSCs [34], whereas others have shown impaired
chondrogenesis or adipogenesis [33,37]. Different protocols for
evaluating the differentiating properties of MSC could explain
these different results.
Remarkably, our results demonstrate changes in growth and
proliferation of MSCs during the course of the disease and after
complete remission, which presumably correlated with the altered
production of BMP4 by BM-MSCs isolated from patients in
distinct stages of the disease. In this regard, a significant decrease
was detected in MSC proliferation in samples obtained at
diagnosis or after 15 days of treatment, whereas ALL-MSC+35
Figure 6. Relevance of BMP4 signaling in proliferation and viability in ALL-MSCs. (A) Effects of different doses of dorsomorphin, an
inhibitor of the canonical BMP signaling pathway, on the viability and proliferation of Healthy-MSCs and ALL- MSCs. BM-MSCs were cultured for six
days in Mesen PRO-RSTM medium alone (no treatment) or containing different doses of dorsomorphin. Cultures treated with dorsomorphin 10 mM
were supplied with 0.01 ng/mL BMP4 to avoid non-specific effects of the drug. Data represent the percentage of proliferation of treated Healthy-MSC
or ALL-MSC-Diagnosis cultures with respect to that of non-treated ones in five independent experiments. (B) Annexin V staining was measured by
flow cytometry in Healthy-MSC and ALL-MSC-Diagnosis cells harvested from control and dorsomorphin-treated cultures on day 6. The percentages of
Annexin V+ cells in the iodide-negative population are indicated in each histogram. Data are representative of three independent results. (C) Cell
proliferation measured as BrdU incorporation in newly synthesized ADN of Healthy-MSCs cultured for six days in the presence of increasing
concentrations of BMP4. Note the low proliferation in cultures treated with high doses of BMP4 (100 ng/mL) and its similarity to that found in non-
treated cultures of ALL-MSC-Diagnosis endogenously producing high amounts of the morphogen. Data represent the mean6SD of five independent
experiments, each with three cultures per time point. (D) Correlations between the proliferative rate of Healthy-MSCs and ALL-MSCs at different times
in the course of disease and BMP4 production assessed in the 6 day culture supernatants. Note the gradual increase of MSC proliferation in
correlation with the decreased production of BMP4. (E) Viability of Healthy-MSCs treated six days with different doses of BMP4 analyzed by Annexin V
and propidium iodide staining. Results are representative of three independent experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0084496.g006
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reached healthy values on day 10 of culture, and MSCs from
patients free of therapy grow more than the Healthy-MSCs,
perhaps reflecting a rebound effect after the end of treatment. In
agreement, other authors have reported defective proliferation
capacity of MSCs derived from leukemia and myelodysplasic
syndrome patients [34,37].
Many molecules affect the biology of MSCs and some appear to
be altered in different pathologies, but it is difficult to establish a
comprehensive notion of their true role. Our results show a
significant increase in BMP4 production by MSCs from patients at
diagnosis that gradually decreases during treatment, and in MSCs
derived from patients who had ended treatment. BMP4, a
member of the TGFb superfamily that regulates cellular survival,
proliferation and differentiation as well as cell fate determination
[38], has been reported as critical for the normal hematopoietic
microenvironment [13,39]. BMP was also shown to be involved in
numerous hematopoietic neoplasias [12,40] and other non-
haematological tumours [20,21,22,41]. Although high doses of
BMP4 reduce proliferation of some leukemia cell lines, the effects
of BMP4 could be mainly mediated by the stroma components
[42] rather than directly on hematopoietic cells. We and other
authors have previously demonstrated effects on the MSC biology
of healthy donors [17,43], and primary and immortalized cell lines
derived from human BM stroma inhibit the proliferation of ALL
cell lines in a process blocked by Noggin, a BMP antagonist [11].
However our results did not detect significant modifications in
the expression of BMP signaling pathway components. This could
reflect the high variability detected among samples, probably due
of differences in features in the group of patients such as age, sex,
cytogenetic characteristics or level of risk of disease. Furthermore,
the lack of changes in the BMP4 canonical pathway does not
exclude the activation of other intimately associated intracellular
Figure 7. Leukemic cells induce BMP4 production by ALL-MSCs and are differentially affected by the morphogen. (A) BMP4
production was determined by ELISA assays in supernatants of 24 hours from BM-MSCs cultured alone or either with cord blood CD34+
hematopoietic progenitor cells or pre-B ALL cell line, REH. BMP4 basal production (dotted line) in Healthy-MSCs (gray) and ALL-MSCs (dark gray) (ALL-
MSC-Diagnosis) cultures increased after co-culture with cord blood CD34+ hematopoietic progenitors or with REH cells, respectively, but not when
healthy progenitors were co-cultured with ALL-MSCs or REH cells with Healthy-MSCs. Data represent the mean 6SD of three experiments for each
group. (B) Proliferative rate of different leukemic cell lines and cord blood CD34+ cells cultured without MSCs in the presence of distinct doses of
BMP4. The figure shows BrdU incorporation after six days of culture (*P#0.05). (C). Proliferation of different leukemic cells lines and cord blood CD34+
cells, cultured without MSC in the presence of distinct dosed of BMP4. The figure shows cell numbers after culture. Results are the mean of three
experiments. Asterisks indicate statistical significance (*P,0.05; **P,0.01). (D) Percentages of apoptotic cells in both REH and NALM6 leukemic cell
lines in the presence of different doses of BMP4.
doi:10.1371/journal.pone.0084496.g007
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pathways, particularly in the case of MSCs derived from
individuals who had finished therapy. In this group, co-SMAD4
expression was increased but not expression of BR-SMADs 1, 5
and 8. However, SMAD3, which is principally activated by activin
and TGFb rather than BMP4, also increases. In children out of
therapy, this canonical signaling pathway could have been
activated by other ligands. In addition, MSCs derived from
children after finishing therapy show increased Noggin expression
that could be antagonizing BMP4 effects and promoting disease
relapse. Alternatively, this increase may reflect the recovery of a
marrow free of leukemia after months of chemotherapy. Never-
theless, it is a speculative explanation that needs further
confirmation.
The involvement of BMP4 in the altered behaviour of leukemia
MSC is evidenced also by the responses observed to the different
doses of the morphogen and to the blockade of the signaling
pathway. As observed in human adipose stem cell cultures [17],
treatment with the BMP inhibitor dorsomorphin resulted in a
dose-dependent decrease in cell proliferation that was greater in
healthy MSCs compared to leukemia MSCs, even when high
doses of dorsomorphin were used. This finding is presumably
related to the higher production of BMP4 found in leukemia
MSCs, compared to that of healthy cultures. More remarkable are
the results obtained after healthy MSCs cultures were treated with
different doses of BMP4. In agreement with our previous results
[17], MSCs derived from normal BM showed decreased
proliferation and viability when high concentrations of BMP4
were added to the cultures. Other results support this relationship
between BMPs and MSC behaviour. Thus, the Noggin-dependent
decreased endogenous production of BMP reduces the human
BM-MSC survival [43] and high doses of BMP2 reduce MSC
growth [44]. Accordingly, MSCs derived from ALL patients at
diagnosis that produce endogenously high amounts of BMP4
exhibit low levels of proliferation that gradually increase during
treatment in correlation with decreased BMP4 production.
We also analyzed the relevance of leukemia cells for BMP4
production by MSCs. Remarkably, whereas normal CD34+
hematopoietic progenitors favoured the BMP4 production by
Healthy-MSCs but hardly affected that of ALL-MSCs, the co-
culture of ALL-MSCs with the ALL REH cell line amplified their
BMP4 production. Hence, our results support a true crosstalk
between ALL cells and the altered BM microenvironment. ALL
cells could ‘‘hijack’’ the homeostatic mechanisms that govern the
BM hematopoietic microenvironment, as previously proposed by
other authors [3]. Underlying mechanisms that govern the effects
of leukemia cells on BMP4 genes in BM-MSCs are still unknown,
although some ideas can be proposed. Sonic hedgehog (SHH)
proteins could be key in this activation. Paracrine requirement for
Shh signaling is observed in B-cell malignancies and other cancers
[45,46,47]. Different BMPs and SHH proteins participate in the
control and differentiation of human hematopoietic precursor
cells, together with several cytokines [39,48,49,50]. BMPs mediate
SHH activity in many systems during organogenesis and in adult
life. BMP4 acts as a downstream mediator of SHH-dependent
effects on intrathymic CD34+ precursor cells, whereas SHH up
regulates BMP receptor expression and induces autocrine BMP4
secretion on CD34+ cells. In addition, Noggin reverses the
inhibition of CD34+ cell proliferation induced by Shh [51] Other
cytokines, such as IL3, IL6, FLT3 ligand, SCF and G-CSF, up
regulate BMP4 expression in human cord blood CD34+ CD38-
precursor cells[42] and the combination of IFN-c, IL17, TNF-a
and TGFb strongly induces the production of BMP2 by human
MSCs [52].
How the altered behaviour of ALL-MSCs could affect the
biology of leukemic and hematopoietic cells; and whether those
presumptive effects are mediated through the high production of
BMP4 found in ALL-MSC cultures remain unknown. ALL-MSC-
Diagnosis decreases the survival of healthy hematopoietic progen-
itors compared to that observed in co-cultures with BM-MSC
from healthy donors, but does not substantially modify survival of
leukemic cells. Other studies have reported impaired haemato-
poiesis in the presence of MSCs derived from patients suffering
distinct haematological syndromes [37,53] and the occurrence of
leukemia cells in the BM disrupts hematopoietic stroma causing
abnormal behaviour of healthy hematopoietic progenitors [3].
Furthermore, we demonstrate that high levels of BMP4 reduce,
although not significantly, the proliferation of healthy hematopoi-
etic progenitors, but particularly that of the leukemic REH and
NALM6 cell lines. Presumably, in the microenvironment of a bone
marrow homed by leukemic cells, high production of BMP4 could
directly affect the ALL-MSCs and then indirectly the hematopoi-
etic progenitors. Thus, decreased survival of healthy CD34+
progenitor cells occurs in co-cultures with ALL-MSCs that exhibit
a high capacity to differentiate to adipocytes. Remarkably, MSCs
that undergo adipogenic differentiation protect acute myeloid
leukaemia from retinoid acid-induced death [54] but adipocytes
negatively affect normal haematopoiesis in the BM [55].
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ORIGINAL RESEARCH REPORT
Low Doses of Bone Morphogenetic Protein 4 Increase
the Survival of Human Adipose-Derived Stem Cells
Maintaining Their Stemness and Multipotency
Marı´a A. Vicente Lo´pez,1,* Miriam N. Va´zquez Garcı´a,1,* Ana Entrena,1 Susana Olmedillas Lopez,2
Mariano Garcı´a-Arranz,2 Damia´n Garcı´a-Olmo,3 and Agustin Zapata4
Mesenchymal stem cells (MSCs) have emerged as important tools for cell therapy; therefore, identification of
factors capable of governing their ex vivo expansion become essential. In this study we demonstrate that human
adipose-derived stem cells (ASCs) express all components of the bone morphogenetic protein (BMP)=BMP
receptor signaling pathway and respond to BMP4 inducing upregulated expression of its specific target genes
Id1–Id4. Moreover, ASCs grown in a medium reduced in serum produce endogenous BMP4 that could affect
autocrinely ASC growth. On the contrary, dorsomorphin, an inhibitor of BMP signaling pathway, decreases cell
numbers yielded from ASC cultures in correlation with increased apoptosis and decreased cycling cells.
Therefore, BMP4 emerges as a possible factor for ex vivo expanding human ASCs. Our results demonstrate that,
as other morphogens, BMP4 effects on human MSCs are dose dependent. High doses significantly increased
apoptosis and drastically reduced cell proliferation, whereas low doses of BMP4 (0.01–0.1 ng=mL) significantly
increase culture cell content, reduce the number of apoptotic cells, and increase that of cycling cells. Further,
treatment of human ASCs with low doses of BMP4 does not modify expression of Nanog and Oct4, two
transcription factors involved in self-renewal and pluripotency of stem cells or avoid their osteogenic or oste-
oblastic differentiation capacities when cultured in adequate inducing media, as shown by the induction of
specific gene expression (CEBP, PPARg, and RUNX2). Our results therefore support BMP4 as a promising factor
for expanding human adipose tissue-derived MSCs maintaining their properties of stemness and multipotency.
Introduction
Mesenchymal stem cells (MSCs) were initially de-scribed as a bone marrow-derived mononuclear cell
fraction that, after culture ex vivo, adhered to plastic and
acquired a fibroblast-like morphology [1]. These cells were
distinct from hematopoietic stem cells and exhibited ca-
pacity to differentiate into multiple mesodermal cell line-
ages, largely to bone, cartilage, and adipocytes [2]. Apart
from bone marrow, MSCs with similar biological proper-
ties, although slight phenotypic differences, have been
isolated from numerous tissues, suggesting that they re-
side within the connective tissue of most organs [3]. Of
special interest is the adipose tissue since it constitutes an
abundant and easily accessible source of MSCs [4]. These
stem cells have been variously termed, but a recent con-
sensus has settled on the term ‘‘adipose-derived stem cells’’
(ASCs) [5].
However, a critical problem of MSCs is their limited
ex vivo growth rate that makes mandatory their expansion
in vitro to obtain a sufficient number of cells for cell therapy.
Currently, MSCs destined for clinical therapy are expanded
before transplantation in the culture medium supplemented
with 10%–20% fetal bovine serum (FBS), increasing the po-
tential risk of transferring animal proteins to human cells. To
drastically reduce the animal-derived serum concentration or
to use reagents of human origin become, therefore, critical
issues for improving the therapeutical applications of MSCs.
It is important to identify growth factors capable of inducing
MSC expansion maintaining their properties of survival and
multilineage differentiation capacities to an extensive thera-
peutic application of MSCs. In the last years, several factors,
especially different members of transforming growth factor b
superfamily, have been used with the proposal of increase in
vitro the number of MSCs. Remarkably, MSCs survive at low
density in the absence of serum [6], a phenomenon that has
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SHORT COMMUNICATION
A discrete population of IFN λ-expressing BDCA3hi
dendritic cells is present in human thymus
Víctor G Martínez1, Noelia M Canseco1, Laura Hidalgo, Jaris Valencia, Ana Entrena, Lidia M Fernández-Sevilla,
Carmen Hernández-López, Rosa Sacedón, Angeles Vicente1 and Alberto Varas1
Human thymus contains two major subpopulations of dendritic cells (DCs), conventional DCs (cDCs) and plasmacytoid DCs
(pDCs), which are mainly involved in central tolerance and also in protecting the thymus against infections. In blood and
peripheral organs cDCs include the subpopulation of BDCA3hi DCs, considered as equivalents to mouse CD8α+ DCs. In this
study we describe in human thymus the presence of a discrete population of BDCA3hi DCs that, like their peripheral
counterparts, express CD13, low-intermediate levels of CD11c, CLEC9A, high levels of XCR1, IRF8 and TLR3, and mostly lack
the expression of CD11b, CD14 and TLR7. Thymic BDCA3hi DCs display immature features with a low expression of
costimulatory molecules and HLA-DR, and a low allostimulatory capacity. Also, BDCA3hi DCs exhibit a strong response to TLR3
stimulation, producing high levels of interferon (IFN)-λ1 and CXCL10, which indicates that, similarly to thymic pDCs, BDCA3hi
DCs can have an important role in thymus protection against viral infections.
Immunology and Cell Biology (2015) 00, 1–6. doi:10.1038/icb.2015.22
Thymic dendritic cells (DCs) are highly specialized antigen-presenting
cells with speciﬁc functions including induction of central tolerance
through negative selection of self-reactive thymocytes and promotion
of regulatory T (Treg) cell differentiation.1,2 Plasmacytoid DCs (pDCs)
and conventional DCs (cDCs) are the two major DC subpopulations
described in human thymus.3–5 Thymic pDCs are found in both the
thymic cortex and the medulla and are phenotypically deﬁned as
HLA-DRint CD123hi CD45RA+ cells lacking expression of CD13 and
CD11c. They are considered as immature DCs owing to their low
expression of costimulatory molecules that are strongly upregulated
after activation.3–5 A population of thymic mature activated pDCs has
been recently described ex vivo and their involvement in Treg cell
development has been demonstrated.6 Like peripheral blood pDCs,
thymic pDCs secrete interferon (IFN)-α in response to viruses
indicating that these cells also have a role in protecting the thymus
against viral infections.3,7 Unlike pDCs, thymic cDCs are deﬁned as
HLA-DR+ CD13+ CD11c+ cells expressing CD45RO rather than
CD45RA and are found mainly within the thymic medulla and at
the corticomedullary border. They can be subdivided in two main
subsets, immature and mature cDCs, based on the differential
expression of HLA-DR and DC-LAMP,3 CD11b5 and CD14,4 along
with their expression of costimulatory molecules. Functionally, it is
assumed that cDCs have an important role in the elimination of self-
reactive thymocytes1,2 and also thymic immature cDCs have been
demonstrated to strongly induce the proliferation and differentiation
of suppressive Treg cells after activation with Hassallʼs corpuscles-
derived thymic stromal lymphopoietin (TSLP).8
In the periphery, cDCs can be separated into BDCA1+ and
BDCA3hi DCs,9–11 and a recent comparative genomic analysis have
indicated that human blood BDCA3hi DCs have a transcriptional
signature that resembles that of mouse CD8α+ DCs, suggesting that
BDCA3hi DCs might be functionally related to this lineage.12 The
ﬁnding of the equivalence between CD8α+ and human BDCA3hi DCs
was supported by the identiﬁcation of markers that are expressed on
both DC subsets including CLEC9A/DNGR-1, XCR1, Necl2/CADM1
and TLR3, as well as the lack of expression of other markers such as
CD11b and TLR7.13–15 Although now controversial, the functional
hallmarks of BDCA3hi DCs seem to be IL12p70 secretion, cross-
presentation ability and mainly IFN-λ production.15,16 Apart from
blood, BDCA3hi DCs have been also found in several peripheral
organs, such as lung, liver and skin,9 and lymphoid tissues including
spleen, lymph nodes, tonsils and bone marrow.11,14,17 However no
study has yet analyzed the existence of BDCA3hi DCs in human
thymus, although Vandenabeele et al.5 indicated that the thymic
CD11b− DC subpopulation had similarities to murine CD8α+ DCs,
the major DC subpopulation appearing in mouse thymus.1 In the
current study we describe in the human thymus a population of
BDCA3hi DCs showing remarkable similarities with BDCA3hi
CLEC9A+ DCs present in human peripheral organs. We also show
that thymic BDCA3hi DCs highly produce IFN-λ in response to
TLR3 stimulation suggesting that they can share with thymic
pDCs the role of protecting the thymus gland against microbial
infections.
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RESULTS AND DISCUSSION
Human thymus contains a population of BDCA3hi CLEC9A+
XCR1+ dendritic cells
The analysis of BDCA3 expression in the CD13+ thymic DC
population allowed to distinguish two main subpopulations of cDCs,
deﬁned as BDCA3hi HLA-DR+ DCs and BDCA3+ HLA-DRhi DCs
(Figure 1a). Although variability exists among individuals, in most of
the thymus samples analyzed the BDCA3hi HLA-DR+ DC subpopula-
tion tended to be less abundant (0.019± 0.015% of total thymic cells;
range 0.0003–0.055%; n= 22) than that of BDCA3+ HLA-DRhi DCs
(0.031± 0.024% of total thymic cells; range 0.0006–0.084%; n= 22).
The phenotypic analysis showed that both cDC subsets exhibited
distinct antigenic proﬁles. The C-type lectin CLEC9A has been
demonstrated to be selectively expressed by BDCA3hi DCs from blood
and peripheral lymphoid and non-lymphoid tissues9,11,14,17 and, in
concordance with these results, we found that the expression of
CLEC9A was mainly conﬁned to the thymic BDCA3hi HLA-DR+ DC
subset (Figure 1b). Also in line with previous reports,9,14 BDCA3hi
HLA-DR+ DCs mostly lacked expression of CD11b, CD14 and CD1a
and expressed low to intermediate levels of BDCA1 and CD11c
(Figure 1b). In contrast, the subpopulation of BDCA3+ HLA-DRhi
DCs were mostly positive for CD11b, CD14 and CD1a and expressed
high levels of BDCA1 and CD11c (Figure 1b). Both thymic DC
subpopulations exhibited a similar expression of CD45RO, DEC205
and DC-SIGN and did not express CD7, CD45RA or high levels of
CD123 (Figure 1b).
The expression of costimulatory molecules was also analyzed
showing that BDCA3hi HLA-DR+ DCs expressed lower levels of
CD40, CD80, CD86, as well as CD83 than BDCA3+ HLA-DRhi DCs
(Figure 1c). Accordingly, the BDCA3hi HLA-DR+ DC subpopulation
exhibited a lower capacity to stimulate T cell proliferative responses
(Figure 1d). These results, along with the fact that BDCA3hi HLA-DR+
DCs expressed lower levels of HLA-DR, seemed to indicate that this
DC subset includes less mature DCs. Bendriss-Vermare et al.3 and
Schmitt et al.4 described in the human thymus populations of
immature DCs, deﬁned as HLA-DRint CD11c+ DCs and CD11c+
Figure 1 Phenotypic and functional analysis of BDCA3hi DR+ and BDCA3+ DRhi human thymic DC subsets. (a) Thymocyte suspensions were enriched in non-
T cells and among the Lin− (CD34, CD3, CD56, CD19) CD13+ cells two different DC subpopulations were found according to their BDCA3 and HLA-DR
expression. (b) Differential expression of several cell markers in BDCA3hi DR+ and BDCA3+ DRhi DC subsets. Light-gray ﬁlled histograms represent
background ﬂuorescence. For comparison, the black-ﬁlled histogram shows the high expression of CD123 exhibited by thymic pDCs. Similar staining patterns
were obtained in two to eight different experiments. (c) BDCA3hi DR+ and BDCA3+ DRhi DCs were analyzed for the expression of costimulatory molecules
(CD40, CD80 and CD86) and CD83. Dotted lines represent the ﬂuorescence background. Percentages of positive cells and mean ﬂuorescence intensities are
indicated in each histogram. (d) cDC subsets were isolated from human thymus and co-cultured with CFSE-stained naive CD4+ T cells at different DC:T cell
ratios. After 6 days of culture cell proliferation was assessed by ﬂow cytometry. Data are representative of two to three independent experiments.
(e,f) BDCA3hi DR+ and BDCA3+ DRhi DCs were isolated and mRNA levels for XCR1 (e), IRF4 and IRF8 (f) were determined by quantitative RT-PCR. Results
represent the mean (± s.d.) of four samples pooled from two independent experiments. GNB2L1 was used as endogenous control. (g) Thymocyte suspensions
were cultured with horse heart cytochrome C or vehicle for 24 h and the percentage of speciﬁc apoptosis was calculated as described in methods. The mean
(± s.d.) of three samples is shown (*P⩽0.05, by t-test). (h) Internalization of Lucifer Yellow was analyzed after 4 h of incubation at 37 °C (black histograms)
or 4 °C (gray histograms). One representative out of three independent experiments is shown.
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CD14− DCs, respectively, and expressing low levels of costimulatory
molecules and low allostimulatory capacity. It is likely that BDCA3hi
HLA-DR+ DCs could be included in those subpopulations. Also, it has
been demonstrated that the subpopulation of immature CD11c+ DCs
when stimulated with TSLP, a cytokine produced by the Hassall’s
corpuscles, upregulate HLA-DR, DC-LAMP and the costimulatory
molecules CD80 and CD86, acquiring a phenotype similar to that
described for mature thymic DCs.6,8 In agreement with these results,
Figure 2 BDCA3hi DR+ DCs highly express IFN-λ and CXCL10 in response to TLR3 stimulation. (a) BDCA3hi DR+ and (b) BDCA3+ DRhi DCs were isolated
and mRNA levels for TLR1-9 were determined by quantitative RT-PCR. Results represent the mean (± s.d.) of four samples pooled from two independent
experiments. GNB2L1 was used as endogenous control. (c–e) BDCA3hi DR+ and BDCA3+ DRhi DCs isolated from human thymus were stimulated with TLR1
(Pam3) or TLR3 (Poly I:C) agonists. After 12 h of culture, mRNA expression levels for IFN-λ1 (c), CXCL10 (d) and IFN-α1 (e) were determined by
quantitative RT-PCR and compared with that observed ex vivo (0 h). (e) For comparison, pDC IFN-α1 expression before and after 12 h of culture with the
indicated stimulus is represented. The mean (± s.d.) of duplicates in three independent experiments is shown. GNB2L1 was used as endogenous control.
(f,g) Supernatants of stimulated DCs were assayed for protein levels of IFN-λ1 (f) and CXCL10 (g). Data from three independent experiments are shown.
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BDCA3hi HLA-DR+ DCs constitute the thymic DC subset containing
the highest proportion of TSLP receptor-positive cells (Figure 1b).
However, the subset of CD11b− human thymic DCs was reported to
comprise mature DCs.5 This discrepancy with our results could be
explained by the fact that the CD11b− DC subpopulation includes a
highly variable proportion of DCs expressing high levels of BDCA3.
The chemokine receptor XCR1 has been described as a speciﬁc
marker for BDCA3hi CLEC9A+ human peripheral DCsm, as well as
homologous DC populations in other mammalian species.13,18 When
the expression of XCR1-encoding mRNAs was analyzed in sorted
thymic DC populations, it was evident that BDCA3hi HLA-DR+ DCs
expressed high levels of XCR1 in comparison with the very low
expression observed in BDCA3+ HLA-DRhi DCs (Figure 1e). Similarly,
IRF8 has been also demonstrated to be selectively expressed in
BDCA3hi DC populations,11,14,19 and we found that thymic BDCA3hi
HLA-DR+ DCs showed a high expression of IRF8 and low or
undetectable expression levels of IRF414 (Figure 1f).
The cross-presentation ability was tested using the cytosolic
translocation assay described previously20,21 and based on the fact
that cross-presenting DCs transfer exogenous proteins into their
cytosol. Thymic DCs were then incubated with horse cytochrome c,
which can induce caspase-dependent apoptosis upon translocation to
the cytosol, and as shown in Figure 1g the proportion of cells
becoming apoptotic after incubation with cytochrome c was higher
in the BDCA3hi HLA-DR+ DC subset. Both thymic DC subpopula-
tions captured soluble proteins similarly, as shown by the efﬁcient
internationalization of Lucifer yellow (Figure 1h), which indicates that
BDCA3hi HLA-DR+ DCs deliver internalized cargo to their cytosol
more efﬁciently than BDCA3+ HLA-DRhi DCs.
The results shown above indicate that thymic BDCA3hi HLA-DR+
DCs exhibit remarkable similarities with BDCA3hi CLEC9A+ DCs
present in human peripheral blood and lymphoid and non-lymphoid
organs, and because the BDCA3hi CLEC9A+ DCs are considered as
equivalents of mouse CD8α+ DCs,11,14 it is not unlikely to think that
human thymic BDCA3hi HLA-DR+ DCs could be homologous to the
CD8α+ DC subset appearing in the murine thymus. These CD8α+
DCs are assumed to be a resident DC subpopulation which arise from
thymic progenitors,22 therefore, we next examined whether BDCA3hi
HLA-DR+ DCs could be generated from human intrathymic precursor
cells. The culture of CD34+CD1a− thymic precursors in
multicytokine-supported cultures allowed their differentiation into
BDCA3+ HLA-DRhi DCs, as previously described,23 and also into
BDCA3hi HLA-DR+ DCs. This latter subpopulation expressed
CLEC9A, lacked CD11b and showed a lower expression of CD1a
and BDCA1, as their in vivo counterparts (Supplementary Figure S1).
TLR3 stimulation of thymic BDCA3hi DCs highly upregulates IFN-λ
and CXCL10
To gain some insight into the function of thymic BDCA3hi DCs their
TLR expression proﬁle was also examined. In agreement with previous
reports,10,11,14 BDCA3hi HLA-DR+ DCs exhibited a more restricted
TLR gene expression pattern showing high levels of TLR3 and very
low or undetectable levels of TLR2, 4, 5 and 7 (Figure 2a). Low levels
of TLR8 and TLR9 were also detected (Figure 2a), being TLR9
expression controversial because blood BDCA3hi DCs appear to
respond to CpG in spite of an apparent lack of TLR9 mRNA
expression.10,11 Unlike BDCA3hi DCs, TLR4 and TLR5 were the most
highly expressed TLRs in the BDCA3+ HLA-DRhi DC subset
(Figure 2b).
Functionally, BDCA3hi CLEC9A+ DCs are beginning to be con-
sidered key players in the induction of antiviral and antitumor
immunity. It has been shown that, upon TLR3 stimulation, BDCA3hi
DCs, as well as mouse CD8α+ DCs, are the major producers of
IFN-λ,16,24,25 a cytokine that has antiviral and antitumoral activity and
modulates adaptive immunity.26,27 In addition, BDCA3hi DCs stimu-
lated with Poly I:C produce high levels of the chemokine CXCL10,9–11
which has an important role in the generation of antiviral
immunity.28,29 A prominent production of IFN-α, having an impor-
tant role in immune reactions to viral infection,30 has been also
recently described for BDCA3hi DCs after dsRNA recognition.31 We
therefore analyzed the expression of IFN-λ, CXCL10 and IFN-α in
thymic BDCA3hi HLA-DR+ DCs after stimulation with the TLR3
ligand Poly I:C. Figure 2c shows that IFN-λ1 expression was highly
induced in BDCA3hi HLA-DR+ DCs stimulated with Poly I:C but not
Pam3, the ligand for TLR1 which was also considerably expressed in
this DC subset. In comparison, the expression of IFN-λ1 was
minimally upregulated in TLR-activated BDCA3+ HLA-DRhi DCs.
Likewise, the highest expression of CXCL10 could be detected in the
BDCA3hi HLA-DR+ DC subset after TLR3 activation (Figure 2d).
Minimal or undetectable levels of IFN-α were found in both thymic
DC subpopulations stimulated via TLR3 or TLR1 (Figure 2e). These
results were corroborated at the protein level (Figures 2f and g). It
should be noted that a role for RLHs in this process could not be
discarded as it has been reported that the ectopic expression of
components of RIG-I signal transduction pathway induces the
activation of IFN-λ1 promoter.32
These data showing a strong response of thymic BDCA3hi
HLA-DR+ DCs to Poly I:C, along with the expression of IFN-λ and
CXCL10, suggest that this DC subpopulation could have an important
role in the antiviral defense also in the thymus. Although traditionally
considered as an immune-privileged site, it is now clear that the
thymus is a target of infection by microbes including viruses (such as
HIV, inﬂuenza virus, human cytomegalovirus and so on) and also
bacteria, fungi and parasites which directly or indirectly can reach the
thymus.33 BDCA3hi HLA-DR+ DCs could then function in the steady-
state thymus as immune sentinels while concomitantly could also
develop functions related to T cell differentiation, as the induction of
the generation of FOXP3+ Treg cells.6,8,34 After thymic infection,
BDCA3hi HLA-DR+ DCs would become activated and produce
prominent amounts of IFN-λ and CXCL10 to control viral replication
and spread. The elevation of CXCL10 levels could further contribute
to the recruitment of CXCR3+ Ag-speciﬁc T cells into the thymus to
initiate the adaptive phase of the immune response.35 Similarly,
thymic pDCs are able to induce Treg cell differentiation in steady-state
situations6,36 and produce high amounts of IFN-α after inﬂuenza virus
stimulation3 or HIV infection in order to suppress virus replication.7,37
Future work will be focused on the possible cooperation between these
thymic DC subsets with antiviral functions and their possible cross-
talk with other components of the innate immunity, such as NK cells
that co-localize with pDCs in the human thymus and express after
activation notable levels of XCL1 (our unpublished data), which is able
to attract XCR1+ DCs.
METHODS
Isolation of human thymic DCs
Human thymus samples from patients aged 1 month to 4 years undergoing
corrective cardiac surgery were obtained and used according to the guidelines of
the Medical Ethics Commission of Madrid-Montepríncipe and 12 de Octubre
hospitals. Informed consent was provided according to the Declaration of
Helsinki principles. Thymuses were dissected free of surrounding connective
tissue and then gently disrupted with a potter homogenizer until completely
disaggregated. Thymocyte suspensions were enriched in non-T cells by using
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the sheep red blood cell rosetting technique and the resulting cell suspensions
were used for phenotypic analyzes and for isolation of Lin− BDCA3hi HLA-DR+
and Lin− BDCA3+ HLA-DRhi DCs (purity⩾ 97%) using a FACSAria III cell
sorter (BD BiosQ1 ciences) from the Centro de Citometría y Microscopía de
Fluorescencia (Universidad Complutense de Madrid). When indicated Lin−
CD123hi HLA-DR+ DCs were sorted from the non-T cell enriched suspensions.
DC Culture
Isolated thymic DC subsets (106 cells per ml) were cultured in RPMI-1640
supplemented with 10% fetal calf serum and stimulated for 12 h in the presence
of Poly I:C (12.5 μgml− 1) and Pam3CSK4 (1 μgml− 1, both from InviQ2 vogen).
Freshly isolated DCs were used at different numbers as stimulators for
resting allogeneic naive CD4+ T cells (2× 105) isolated by magnetic sorting
(MiltenyiQ3 Biotec) from buffy coats (Centro de Transfusión de la Comunidad de
Madrid). Lymphocytes were labeled with 5 μM CFSE (Sigma-Q4 Aldrich) to
determine their proliferative response by the CFSE dilution method after 6 days
of culture.
For DC differentiation experiments, intrathymic CD1a− CD34+ precursor
cells were isolated as previously described38 and cultured for 6–10 days with a
cytokine cocktail containing rhIL-6 (5 ngml− 1), rhSCF (200 ngml− 1), rhIL-1β
(280 pgml− 1), rhIL-7 (1000 IUml− 1), rhGMCSF (75 ngml− 1) and rhFLT3
ligand (100 ngml− 1) from Life Technologies, PQ5 rospec and NIBSC.
Flow cytometry
Phenotypic characterization of thymic DC subsets was performed by ﬂow
cytometry using the following ﬂuorochrome-conjugated mAbs from BD
Biosciences, BioLQ6 egend, Cal
Q7
tag, Immun
8
ostep and Miltenyi Biotec: CD1a
(HI149), BDCA1/CD1c (L161), CD7 (CD7-6B7), CD11b (DCIS1/18), CD11c
(BIy6), CD14 (M5E2), CD19 (HIB19), CD40 (5C3), CD45RA (HI100),
CD45RO (UCHLI), CD80 (BB1), CD83 (HB15e), CD86 (IT2.2), CD123
(9F5), BDCA3/CD141 (M80), DEC205/CD205 (MG38), DC-SIGN/CD209
(9E9A8), TSLPR (1B4) and HLA-DR (L243 and GRB1). Biotin-conjugated
anti-CLEC9A (kindly provided by Dr D Sancho, CNIC, Madrid) was followed
by ﬂuorochrome-conjugated Streptavidine (Jackson ImQ9 munoResearch). Three-
and four-color immunoﬂuorescence stainings were performed and conducted
in a FACSCalibur fQ10 low cytometer (Centro de Citometría y Microscopía de
Fluorescencia, Universidad Complutense de Madrid).
Cytosolic translocation assays
For the cytochrome c killing assay, non-T cell enriched thymocyte suspensions
were cultured with different concentrations of horse heart cytochrome c
(Sigma-Aldrich) or vehicle (H2O) for 24 h and, after extensive washing,
apoptosis was measured in Lin− BDCA3hi HLA-DR+ and Lin− BDCA3+
HLA-DRhi DC subsets. Apoptotic cells were deﬁned as PI−/Annexin+ and the
percentage of speciﬁc apoptosis (%SA) was calculated as follows:
%SA ¼ %Apoptotic Cyt C  treated cellsð Þ  %Apoptotic vehicle  treated cellsð Þ
%Apoptotic vehicle  treated cells ´ 100
To test the ability to internalize Lucifer yellow, thymocyte suspensions were
cultured for 24 h in complete medium and then pulsed with Lucifer Yellow
(1mgml− 1) for 4 h at 37 °C or 4 °C. Cells were extensively washed and the
percentage of Lucifer Yellow+ cells was analyzed by ﬂow cytometry in DC
subsets.
Real-time quantitative RT-PCR
RNA isolation and total cDNA synthesis were performed as previously
described.38 Real-time PCR reactions for CXCL10, IFN-α1, IFN-λ1, IRF4,
IRF8 and TLR1-9 were performed in duplicates with pre-developed TaqMan
assay reagents (AppliedQ11 Biosystems) according to manufacturer’s instructions.
GNB2L1 was used as endogenous control. Ampliﬁcations, detections and
analyzes were performed in a 7.900HTQ12 Fast Real-time PCR System (Centro de
Genómica, Universidad Complutense de Madrid). The Delta CT method was
used for normalization to GNB2L1 mRNA.
Cytokine measurements
DC culture supernatants were collected after 36 h of stimulation and levels for
IFNλ1 and CXCL10 were assayed by enzyme-linked immunosorbant assay
(eBio Q13science) and Cytometric Bead Array Flex Set system (BD Biosciences),
respectively.
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Autocrine activation of canonical BMP signaling
regulates PD-L1 and PD-L2 expression in human
dendritic cells
Vı´ctor G. Mart´ınez1, Laura Hidalgo1, Jaris Valencia1,
Carmen Herna´ndez-Lo´pez1, Ana Entrena1, Beatriz G. del Amo1,
Agust´ın G. Zapata2, Angeles Vicente1, Rosa Sacedo´n∗1 and Alberto Varas∗1
1 Department of Cell Biology, Faculty of Medicine, Complutense University, Madrid, Spain
2 Department of Cell Biology, Faculty of Biology, Complutense University, Madrid, Spain
Bone morphogenetic proteins (BMPs) are multifunctional growth factors regulating dif-
ferentiation and proliferation in numerous systems including the immune system. Pre-
viously, we described that the BMP signaling pathway is functional in human monocyte-
derived dendritic cells (MoDCs), which were found to express both the specific receptors
and the Smad proteins required for signal transduction. In this study, we provide evi-
dence that human MoDCs produce BMP-4 and that this production is increased over
the maturation process as is BMP signal transduction. When DCs are matured in the
presence of an inhibitor of the BMP pathway, the expression of the maturation markers
PD-L1 and PD-L2 is reduced, while cytokine production is not affected. As a result, these
mature DCs present an augmented ability to stimulate both T cells and NK cells. Even-
tually, the inhibition of BMP signaling during maturation causes a reduced expression of
IRF-1, a transcription factor that positively regulates the expression of PD-L1 and PD-L2.
The present study indicates that the BMP signaling pathway regulates PD-L1 and PD-L2
expression in human MoDCs during the maturation process, probably through the IRF-1
transcription factor, and also points out that the manipulation of BMP signaling might
considerably improve the immunogenicity of MoDCs used in immunotherapy.
Keywords: Bone morphogenetic proteins  Dendritic cells  Dorsomorphin  PD-L1  PD-L2
 Additional supporting information may be found in the online version of this article at thepublisher’s web-site
Introduction
Bone morphogenetic proteins (BMPs) are members of the
TGF-β superfamily [1]. The BMP signaling pathway is initiated
when dimeric ligands associate with type I and type II BMP recep-
tors, which are transmembrane serine/threonine kinases, form-
ing a multimeric receptor-ligand complex. Within this complex,
Correspondence: Dr. Alberto Varas
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type I BMP receptors are phosphorylated by ligand-bound type II
BMP receptors and then phosphorylate and activate some com-
ponents of the Smad protein family, Smad1, 5 and 8, called
BMP receptor-regulated Smads (BR-Smads) [1, 2]. Subsequently,
BR-Smads form complexes with the common partner Smad4
and translocate into the nucleus, where they regulate the tran-
scription of BMP target genes, including Id proteins and Runx
∗These authors contributed equally to this work.
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The canonical BMP signaling pathway is involved in
human monocyte-derived dendritic cell maturation
Vı´ctor G Martı´nez1, Carmen Herna´ndez-Lo´pez1, Jaris Valencia1, Laura Hidalgo1, Ana Entrena1,
Agustı´n G Zapata2, Angeles Vicente1, Rosa Sacedo´n1,3 and Alberto Varas1,3
Bone morphogenetic proteins (BMPs), members of the transforming growth factor-b superfamily, are multifunctional polypeptides
regulating a broad spectrum of functions in embryonic and adult tissues. Recent reports have demonstrated that BMPs regulate
the survival, proliferation and differentiation of several cell types in the immune system. In this study, we investigate the effects
of BMP signaling activation on the capacity of human dendritic cells (DCs) to stimulate immune responses. Human DCs express
type I and type II BMP receptors (BMPRIA, BMPRIB, type IA activin receptor, BMPRII) and BMP signal transduction molecules
(Smad1, 5, and 8, as well as Smad4). On BMP stimulation, Id1–3 (inhibitor of differentiation 1–3/DNA binding) mRNA
expression is upregulated and this effect can be blocked with the inhibitor dorsomorphin, showing that the canonical BMP signal
transduction pathway is functionally active in DCs. BMP signaling activation promotes the phenotypic maturation of human
DCs by increasing the expression of co-stimulatory molecules and also CD83, programmed cell death ligand 1 (PD-L1) and PD-
L2, and stimulates cytokine secretion, mainly interleukin-8 and tumor necrosis factor-a. Accordingly, BMP-treated DCs exhibit
an enhanced T-cell stimulatory capacity. BMP signaling also enhances the survival of human DCs increasing the Bcl-2/Bax ratio.
Finally, the expression of Runx transcription factors is increased in mature DCs, and the mRNA levels of Runx1–3 are
upregulated in response to BMP stimulation, indicating that Runx transcription factor family may mediate the effects of BMP
signaling in human DC maturation.
Immunology and Cell Biology (2011) 89, 610–618; doi:10.1038/icb.2010.135; published online 23 November 2010
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Bone morphogenetic proteins (BMPs) constitute a large subgroup of
secreted signaling proteins that belong to the transforming growth
factor (TGF)-b superfamily.1 BMPs are synthesized as large precursor
molecules, which are proteolytically cleaved to release the mature
proteins. The active forms usually consist of homodimers that can
initiate signaling by binding to heteromeric complexes constituted by
transmembrane receptors, termed type I and type II, exhibiting serine/
threonine kinase activity. The type II BMP receptor (BMPRII)
combined with one of the following type I receptors: type IA BMP
receptor (BMPRIA)/ALK-3, type IB BMP receptor (BMPRIB)/ALK-6
and type IA activin receptor (ActRIA)/ALK-2, are the most common
components of BMP receptors. The constitutively active type II
receptors phosphorylate type I receptors on ligand binding, and the
activated type I receptors subsequently phosphorylate downstream
targets of at least two signaling cascades.1–3 The canonical BMP
signaling pathway involves the Smad protein family. Specifically, the
BMP receptor-regulated Smads (BR-Smads), Smad1, Smad5 and
Smad8, are phosphorylated and activated by type I BMP receptors.
Once phosphorylated, BR-Smads dissociate from the receptors, form
complexes with Smad4, translocate into the nucleus, bind to BMP
responsive elements and function as transcriptional co-modulators to
induce or repress BMP target gene expression.1,2 The members of the
Id (inhibitor of differentiation/DNA binding) protein family, a class of
helix–loop–helix proteins, have been shown to be important targets
for BMP signaling.1,4 In addition to the canonical Smad-dependent
signaling pathway, the activated receptor complexes may initiate a
non-canonical Smad-independent pathway leading to activation of
p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK).1,3
BMPs were originally identified as growth and differentiation
factors for osteogenic cells,5 and are now considered as multifunc-
tional polypeptides.6 BMPs have key roles in the development of many
organs and also function in adult tissues.1,3,7,8 In the immune system,
BMP6 inhibits the proliferation of human B cell progenitors as well as
mature B cells through the Smad-dependent pathway.9,10 Likewise,
different members of BMP family have been demonstrated to have
anti-proliferative and pro-apoptotic effects in multiple myeloma
cells.11,12 We and others have shown that BMP2, BMP4 and
BMP7 are the main ligands expressed in the human and murine
thymus.13–15 BMP4 enhances the survival of thymocyte precursors
and inhibits their proliferation.15,16 Also, BMP4 arrests early T-cell
Received 25 May 2010; revised 8 October 2010; accepted 14 October 2010; published online 23 November 2010
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development.13–16 In humans, these effects have been attributed to the
ability of BMP4 to counteract the interleukin (IL)-7-induced prolif-
eration and differentiation of thymic CD34+ progenitors, indicating
that BMP may function as a maintenance factor for intrathymic
precursor cells.16 Peripheral T cells also express BMP receptors and
BMP stimulation activates the canonical and non-canonical BMP
pathways.17,18 BMP signaling regulates CD4+ T-cell proliferation,
enhances the antigen-induced interferon-g production by effector/
memory CD8+ T cells and synergizes with TGF-b to induce Foxp3+
regulatory T cells.17–20 Different BMPs stimulate chemotactic
responses and induce TGF-b expression in monocytes.21,22 Likewise,
the treatment of macrophages with BMP-6 inhibits their proliferation
and stimulates the production of pro-inflammatory factors, such as
tumor necrosis factor (TNF)-a and inducible nitric oxide
synthase.23,24 The expression of BMP receptors has been also described
in murine bone marrow dendritic cells (DCs),25 and Pluchino et al.25
reported that neural stem/precursor cells impair DC activation via
soluble factors whose activity can be blocked by the presence of the
BMP antagonist Noggin. In this study, we demonstrate that the
canonical BMP signaling pathway is functionally active in human
monocyte-derived DCs (MoDCs). BMP signaling increases the viabi-
lity of MoDCs and also induces the expression of co-stimulatory
molecules, increases cytokine production and enhances DC allosti-
mulatory capacity. These effects seem to be mediated by Runx
transcription factors and the Id protein family.
RESULTS
BMP signaling pathway is functionally active in human MoDCs
To determine the relevance of BMP signaling in human DCs, we first
assessed by quantitative reverse transcriptase-PCR the expression of
BMP receptors in MoDCs. The three type I BMP receptors were
detected in immature and mature DCs, and BMPRIA and ActRIA
were more prominently expressed than BMPRIB (Figure 1a). Both DC
populations also expressed specific RNAs for the type II receptor
BMPRII and for BR-Smads, Smad1, Smad5 and Smad8, as well as for
the common Smad4 (Figure 1b). These data suggested that BMP
signaling pathway is active in human MoDCs, and this was confirmed
studying the effect of BMP addition on Smad1 phosphorylation.
Smad1 is a BR-Smad, directly phosphorylated and functionally
activated by the BMP receptor on BMP ligand binding.1,2 As shown
in Figure 1c, the levels of phosphorylated Smad1 increased gradually
in both immature and mature DCs during the culture with BMP4
for 1 h. We also analyzed whether the BMP-stimulated phosphory-
lation of Smad1 could trigger transcriptional changes of target genes.
In this regard, Id genes have been shown to be important downstream
transcriptional targets of BMP signaling in multiple cell types.4,17,26,27
Thus, we detected an increase of Id1, Id2 and mainly Id3 mRNA in
immature and mature DCs after a short-time exposure to BMP4
(Figure 1d).
Additionally, we wanted to investigate whether the upregulation of
Id expression levels in DCs occurred exclusively through the Smad-
mediated canonical BMP signaling pathway. For this purpose, DCs
were treated with dorsomorphin, an inhibitor of BMP type I receptor
Figure 1 Human monocyte-derived dendritic cells express BMP signaling
pathway components. (a) Quantitative reverse transcriptase-PCR analysis of
type I BMP receptor expression in immature and mature DCs. Expression
was normalized to that of glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase. Bars
represent mean±s.d. of at least three independent experiments. (b) Reverse
transcriptase-PCR analysis of the expression of different components of the
BMP signaling pathway on immature and mature DCs. H2O served as
negative control. (c) The levels of phosphorylated Smad1 were determined
by flow cytometry on immature and mature DCs cultured in the presence
or absence of BMP4 for the indicated time points. The percentages of
positive cells and mean fluorescence intensities are shown in the
histograms. Gray histograms indicate background staining and filled
histograms represent blocking peptide pre-absorbed antibody staining as
negative control. Results are representative of two independent experiments.
(d) Quantitative reverse transcriptase-PCR analysis of the BMP-induced
upregulation of Id1, Id2 and Id3 mRNA levels. Immature and mature
DCs were treated during 1 h with either BMP4 alone (white bars), the
inhibitor dorsomorphin and BMP4 (black bars), or the inhibitor SB203580
and BMP4 (hatched bars). DCs were left untreated for the basal levels of
Id mRNAs (gray bars). Results are representative of two independent
experiments.
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serine–threonine kinase activity that blocks BMP ligand-induced
phosphorylation of BR-Smads.28,29 The treatment with the inhibitor
reduced the BMP-stimulated Id1/Id3 mRNA expression to basal
levels in both immature and mature DCs (Figure 1d). Id2 upregula-
tion was blocked by the treatment with dorsomorphin only in
immature DCs (Figure 1d). In mature DCs, the stimulation of
Id2 expression was inhibited by the treatment with SB203580, a
specific p38 MAPK inhibitor, which minimally affected Id1/Id3
expression (Figure 1d). These results indicate that, in MoDCs, BMP
signal transduction is mediated mainly through the canonical Smad
pathway.
BMP4 enhances the survival of human DCs
The relevance of BMP signaling in MoDCs was first assessed by
culturing immature and mature DCs in serum-free medium supple-
mented with BMP4, and evaluating cell viability by annexin
V/propidium iodide staining. After 36 h, immature DCs treated with
different doses of BMP4 (ranging from 0.1 to 100 ng ml1) were
always protected from spontaneous cell death compared
with untreated immature DCs, and the survival effect of BMP4 was
maximal for concentrations from 1 to 10 ng ml1 (Figure 2a). On the
contrary, the addition of different doses of BMP4 to mature DC
cultures had minimal effects on their viability, and only the highest
dose induced a modest decrease in the proportion of apoptotic mature
DCs (Figure 2a).
To elucidate possible molecular mechanisms by which BMP signal-
ing inhibits apoptosis induced by growth factor deprivation
in immature DCs, we examined in untreated and BMP4-treated
DC suspensions the expression of different Bcl-2 family proteins,
known to control DC survival.30–32 Figure 2b shows that the presence
of BMP4 induced a twofold upregulation of Bcl-2 protein expression,
whereas the expression of Bax protein hardly changed. Therefore,
the stimulation of BMP signaling induced a notable increase in the
Bcl-2/Bax ratio (untreated DCs: 0.7; BMP-treated DCs: 1.5), which
correlated with the higher survival of immature DCs in BMP4-treated
cultures. In contrast, the expression of another anti-apoptotic com-
ponent of the Bcl-2 family, Bcl-XL, was not affected by the addition of
BMP4 (Figure 2b).
BMP signaling stimulation promotes phenotypic maturation
of human DCs
We next evaluated whether BMP4 had an effect on the phenotype of
immature DCs. In the presence of BMP4, immature DCs were
gradually upregulating the expression of the co-stimulatory molecules
CD40, CD80 and CD86 over a 60 h period (Figures 3a and b). Both
the expression levels and the proportion of CD83-expressing DCs also
increased after BMP4 addition (Figures 3a and b). Likewise, the
expression of programmed cell death ligand 1 (PD-L1) and PD-L2,
which has been described to be upregulated in MoDCs and peripheral
blood DCs on maturation,33,34 was also notably induced in the
presence of BMP4 (Figures 3a and b).
The effects induced by BMP4 on the phenotype of immature DCs
were very similar to those induced by CD40L, and also by other
maturation stimuli, such as lipopolysaccharide (LPS) and TNF-a
(Figure 3c). Additionally, the specificity of the effects seen after
BMP4 addition was demonstrated by the fact that the presence of
the inhibitor of the canonical BMP signaling pathway, dorsomorphin,
selectively abrogated the effects induced by BMP4 (Figure 3c).
In mature DCs, the stimulation of BMP signaling induced slight
increments only in the expression of the co-stimulatory molecules
(data not shown).
BMP signaling enhances human DC allostimulatory capacity
To analyze the capacity of BMP signaling to affect DC functionality,
BMP4-treated immature DCs were co-cultured with allogeneic CD4+
T lymphocytes. The mixed lymphocyte reaction assays revealed that
BMP-treated DCs were able to stimulate T-cell proliferative responses
more efficiently than untreated immature DCs, as also did LPS-
matured DCs (Figure 4). As shown in Figure 4, when 5105 DCs
Figure 2 BMP4 increases the viability of human monocyte-derived dendritic
cells. (a) Determination of immature and mature DC (gray and white bars,
respectively) viability after 36h of culture in serum-free medium alone or
supplemented with different doses of BMP4. The percentages of apoptotic
cells were determined by staining with annexin V and propidium iodide.
Apoptotic cells were defined as annexin V-positive/propidium iodide
negative. Results represent the mean±s.d. of three to four independent
experiments (*Pp0.05, **Pp0.01; by t-test). (b) The expression of Bcl-2,
Bcl-XL and Bax proteins was determined by flow cytometry in untreated and
BMP4-treated immature DCs. Solid lines represent background staining. The
percentages of positive cells are indicated in each histogram. Ctr, control.
BMP signaling mediates dendritic cell maturation
VG Martı´nez et al
612
Immunology and Cell Biology
were used as stimulatory cells, the proliferative response induced by
BMP-treated DCs was twice than that stimulated by immature DCs.
No differences were detected in the T-cell stimulatory capacity of
untreated and BMP-treated mature DCs (data not shown).
BMP stimulates cytokine production by human DCs
The maturation of DCs is a process associated with the secretion of a
wide spectrum of cytokines. To study the effects of BMP signaling
stimulation on DC cytokine production, immature DCs were cultured
with or without BMP4 and, after 36 h, supernatants were analyzed
for the presence of IL-1b, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 and TNF-a.
The presence of BMP4 significantly increased the secretion of IL-8 by
immature DCs (Figure 5a). Also, BMP signaling promoted DC
production of TNF-a, IL-6 and IL-10 (Figure 5a). The levels of IL-
1b detected in culture supernatants were not affected by BMP4
(Figure 5a), and BMP stimulation did not modulate the secretion
of IL-12, which was produced by immature DCs at very low or
undetectable levels with or without BMP4 (data not shown).
We also measured the concentrations of different cytokines pro-
duced in mixed lymphocyte reaction assays established with untreated
and BMP-treated DCs. The levels of interferon-g notably increased
when BMP-treated DCs were used as stimulators (Figure 5b), in
agreement with their enhanced ability to stimulate T-cell proliferation.
No remarkable changes were detected in the levels of IL-4, IL-10 and
IL-12 (Figure 5b).
BMP induces the expression of Runx family genes in human DCs
Runx transcription factors are common targets of the BMP signaling
pathway and, in several distinct biological systems, Runx and BR-
Smad proteins physically interact with each other on activation of
BMP signaling and cooperatively regulate the transcription of target
genes.2,35,36 On the other hand, it has been proposed that Runx3
contributes to the acquisition of the phenotypic and functional
capabilities of mature DCs.37 Thus, we next investigate whether the
components of the Runx protein family could be mediating the effects
of BMP in human DCs. Immature DCs were cultured for 1 h in the
presence or absence of BMP4, and the expression of Runx transcrip-
tion factors was analyzed by quantitative reverse transcriptase-PCR.
As shown in Figure 6a, the mRNA levels of the three components of
Runx family were upregulated on activation of BMP signaling in
Figure 3 Flow cytometry analysis of DC maturation after exposure to BMP4. The expression of CD40, CD80, CD86, CD83, PD-L1 and PD-L2 was analyzed
in monocyte-derived DCs before and after treatment with BMP4 for 36 and 60 h. The mean fluorescence intensity (a) and the percentage of positive cells
(b) for the different maturation markers are shown. Results represent the mean±s.d. of four to six independent experiments (*Pp0.05, **Pp0.01,
***Pp0.001; by t-test). (c) The expression of CD40, CD86, PD-L1 and PD-L2 was analyzed in immature DCs treated for 60 h with CD40 ligand, LPS,
TNF-a, BMP4 and BMP4 plus the inhibitor dorsomorphin in comparison with untreated DCs. The mean fluorescence intensities are indicated in each
histogram. Treatment with dorsomorphin and BMP4 did not significantly affect cell viability.
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human DCs. In accordance with these results, the comparative analysis
of Runx expression in immature and mature DCs showed that the
expression of Runx1, and mainly Runx2 and Runx3, was highly
induced during maturation of human MoDCs (Figure 6b).
DISCUSSION
Members of the BMP family have important roles in the regulation of
cell proliferation and differentiation in the hematopoietic and
immune systems. Several studies have reported effects of BMPs
in hematopoietic stem cells,38 B lymphocytes,9–11 granulocytes,39
erythrocytes40 as well as thymocytes13–16 and peripheral T cells.17,18
However, less is known regarding possible effects of BMPs in DCs.
In this study, we demonstrate the presence of a functional BMP
signaling pathway in human DCs. Both immature and mature MoDCs
express the three type I BMP receptors, BMPRIA, BMPRIB and
ActRIA, and the type II receptor BMPRII. Similarly, Pluchino et al25
described the expression of BMP receptors in murine bone marrow-
derived DCs before and after stimulation with LPS. In addition, we
show that immature and mature DCs also express the BR-Smads,
Smad1, Smad5 and Smad8, and the common mediator Smad4. All
these plasma membrane and intracellular components are found to be
efficient in signal transduction induced by BMP4, given the ability of
both DC populations to phosphorylate Smad1 and modulate the
expression of Id proteins, mainly Id3, in response to BMP stimulation.
Id genes are primary targets of BMP signaling in different cells, and
their expression is upregulated by the canonical Smad-mediated BMP
signaling pathway but also by the non-canonical p38 MAPK-mediated
BMP pathway.17,26,27 The treatment of MoDCs with specific inhibitors
for the canonical and non-canonical pathways reflects differences in
the BMP signaling pathway during DC maturation. In immature DCs,
BMP signaling increases Id expression exclusively through the cano-
nical Smad pathway. In contrast, the inhibition of the canonical BMP
signaling in mature DCs suppresses the upregulation of Id1 and Id3
but not Id2 expression, which appears to be controlled by the p38
MAPK dependent BMP pathway. The activation of these distinct
signaling cascades seems to be greatly dependent on the presence or
absence of preformed type I/type II receptor complexes on the cell
surface. Thus, binding of BMP to a preformed receptor complex
triggers clathrin-dependent internalization and initiates the Smad
pathway, whereas BMP-induced recruitment of receptors results in
internalization via caveolae and activation of different, Smad-inde-
pendent pathways, for example, p38 MAPK signaling.3 Both the
canonical and the non-canonical BMP pathways have been repeatedly
described to be involved in the positive and negative regulation of cell
proliferation, survival and differentiation, and such regulation have
been found to be highly cell type specific.16,17,26,27,41
According to our findings, the canonical BMP signaling pathway
seems to be mainly involved in the control of the survival and
maturation of human MoDCs. In immature but not mature DCs
the activation of BMP signaling inhibits growth factor depletion-
induced apoptosis. Similarly, BMPs have been described to enhance
the viability of different cell types, including intrathymic progenitor
cells,15,16 mesenchymal stem cells,42 endothelial cells,43 cardiomyo-
cytes,44 neurons,45 and cancer cells.46 These survival-promoting effects
of BMPs are mediated by the upregulation of the anti-apoptotic Bcl-2
47 or Bcl-XL proteins.
48 In agreement with these previous studies, BMP
treatment increases the Bcl-2/Bax ratio in DCs, mainly due to the
induction of the expression of Bcl-2 protein.
An interesting finding of our study is that the activation of BMP
signaling promotes the phenotypic maturation of human DCs, as
BMP upregulates the expression of the co-stimulatory molecules
CD40, CD80 and CD86, as well as other cell markers for mature
DCs, such as CD83, PD-L1 and PD-L2. These effects are similar to
those induced by well-known DC maturation stimuli, such as CD40 L,
LPS and TNF-a, and can be abrogated by the presence of the inhibitor
of the canonical BMP signaling pathway, such as dorsomorphin.
In addition, BMP treatment stimulates the secretion of IL-6, IL-10,
TNF-a and, mainly, IL-8 by DCs and concomitantly, BMP-treated
DCs exhibit an enhanced allostimulatory activity. All these results
indicate that the canonical BMP signaling pathway is involved in the
acquisition of a mature phenotype by human MoDCs, and we
hypothesize that this signaling pathway could be triggered by DC
maturation stimuli. Supporting this idea, the stimulation of Toll-like
receptor 2 and Toll-like receptor 4 with peptidoglycan and LPS,
respectively, induces BMP expression and activates BMP signaling
pathway in aortic valve interstitial cells.49 Likewise, several authors
have reported that TNF-a stimulates the BMP pathway in different cell
types.50,51 Additionally, other components of the pro-inflammatory
cytokine cocktail used to generate mature DCs, such as IL-1b, IL-6
and prostaglandin E2, have been also shown to stimulate BMP
production.52–54
The three mammalian Runx transcription factors are master
regulators of certain differentiative processes and control important
steps during the developmental acquisition of mature phenotypes.
Runx proteins mediate the responses of cells to several signaling
Figure 4 BMP-treated DCs exhibit an increased T-cell stimulatory capacity.
Immature DCs were left untreated (iDCs) or were treated with BMP4 or LPS
(mDCs) for 36 h and used at different numbers as stimulators for resting
allogeneic T cells. After 5 days of co-culture, cells were pulsed for 12h with
BrdU. A specific kit was used to measure BrdU incorporation into newly
synthesized DNA. Results represent the mean±s.d. of triplicates of one
representative experiment.
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pathways, including BMP, TGF-b and other growth factor sig-
nals.35,36,55 In human DCs, the expression of the three components
of Runx family is upregulated on activation of BMP signaling, which
correlates with the fact that the expression of Runx1, and mainly
Runx2 and Runx3, is higher in mature versus immature DCs. Thus,
these results indicate that Runx proteins could be mediating the effects
of BMP in the survival and maturation of human DCs. The induction
of Runx3 expression in immature DCs exposed to maturation signals
has been previously reported in both murine and human DCs,37,56
and Fainaru et al37 showed that the lack of Runx3 in murine bone
marrow-derived DCs leads to an altered DC maturation. Also in
support, it has been described that Runx proteins directly interact with
Smads, and target them to subnuclear sites of active transcription.36,57
BMP/Smad target genes include Id genes4,17,26,27 and our results show
that Id1-3 gene expression is upregulated after short-term BMP-4
treatment, indicating that the Id protein family may also mediate BMP
effects on human DCs. Transcriptional profiling studies have revealed
an important role for Id2 during DC differentiation and maturation.58
The TGF-b superfamily includes BMPs and also TGF-bs and
activins, which signal through specific type I receptors and compo-
nents of the Smad family, different to BR-Smads.1 During DC
maturation activin signaling is upregulated in response to inflamma-
tory and immune stimuli, Toll-like receptor agonists and whole
bacteria,59,60 and seems to function attenuating the capacity of DCs
to produce cytokines and chemokines, as well as their T-cell stimu-
latory function.59–61 On the contrary, TGF-b signaling pathway is
downregulated during DC maturation,59,62 which agrees with previous
results showing that activation of TGF-b signaling mediates the
Figure 5 Cytokine secretion in the presence of BMP4. (a) Immature DCs were cultured in the presence or absence of BMP4, and the supernatants were
collected after 36 h. The levels of IL-8 and TNF-a were determined by ELISA, and the levels of IL-6, IL-10 and IL-1b were measured by a cytometric bead
array system. Data from seven independent experiments are shown. (b) Untreated and BMP-treated immature DCs were cultured with allogeneic T cells for
6 days, and the culture supernatants were used to determine the levels of IFN-g, IL-4, IL-10 and IL-12p70 by ELISA. Results represent the mean±s.d. of
three independent experiments. *Pp0.05; by t-test. MLR, mixed lymphocyte reaction.
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suppression of DC functions, as TGF-b prevents DC maturation
in vitro, reduces their antigen-presentation capacity and inhibits
cytokine secretion, and upregulation of co-stimulatory molecules.62–64
However, TGF-b does not affect activin signaling.60 Then, further
work is needed to dissect the complex cross-talk between TGF-b/
activin and BMP signaling pathways underlying to DC maturation
process.
In conclusion, we provide the first evidence for the involvement of
the canonical BMP signaling pathway in the maturation, and also
survival, of human MoDCs. These findings also point out that the
manipulation of BMP signaling might have a considerable impact on
therapeutic applications involving human MoDCs through modulat-
ing DC viability and functionality.
METHODS
Human DC culture
Peripheral blood mononuclear cells from buffy coats of healthy donors (Centro
de Transfusio´n de la Comunidad de Madrid, Spain) were obtained by density
gradient centrifugation with lymphocyte isolation solution (Rafer, Madrid,
Spain). Monocytes were isolated from mononuclear cells by positive magnetic
separation using CD14 immunomagnetic beads (Miltenyi Biotec, Bergisch,
Germany). CD14+ cells (106 ml1) were cultured for 6 days in AIM-V serum-
free medium (Invitrogen, Grand Island, NY, USA) supplemented with 1 mM
L-glutamine and 20 ng ml1 granulocyte–macrophage colony stimulating factor
plus 20 ng ml1 IL-4 (Invitrogen) to generate immature DCs. Half of the
culture medium was replaced by fresh medium and granulocyte–macrophage
colony stimulating factor/IL-4 on days 2 and 4 of culture. On day 6, immature
DCs were matured for 36 or 60 h by adding to the culture a pro-inflammatory
cytokine cocktail –IL-1b (10 ng ml1; Invitrogen), IL-6 (15 ng ml1; Invitro-
gen), TNF-a (10 ng ml1) and prostaglandin E2 (1mg ml1; Sigma Espan˜a,
Spain). When indicated, the maturation stimulus was either LPS (100 ng ml1;
Sigma Espan˜a), TNF-a (10 ng ml1; Invitrogen), or CD40 L (1mg ml1;
Prospec-Tany TechnoGene Ltd, USA). In some experiments, DCs were treated
with rhBMP4 (100 ng ml1; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) alone or
with the inhibitor of the canonical BMP signaling pathway dorsomorphin
(2mM; Calbiochem, Nottingham, UK) or the p38 MAPK inhibitor SB203580
(10mM; Calbiochem). In the BMP signaling inhibition assays, cells were
pre-treated with dorsomorphin or SB203580 alone for 1 h.
PCR analysis
RNA isolation was performed using Absolutely RNA Microprep kit (Stratagene
Cloning Systems, La Jolla, CA, USA), including a DNase I digestion step, as
recommended by the supplier, to avoid genomic DNA contamination. Total
complementary DNA (cDNA) was synthesized by High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), according to the
supplier’s instructions, and then used as target in the PCR amplifications.
Standard PCR was carried out as previously described.13 Real-time PCR was
performed with the following Taq-man assays: BMPRIA (Hs01034909_g1),
BMPRIB (Hs00176144_m1), ActRIA (Hs00153836_m1), Id1a (Hs00357821_
g1), Id1b (Hs00704053_s1), Id2 (Hs00747379_m1), Id3 (Hs00171409_m1),
Runx1 (Hs01021971_m1), Runx2 (Hs01047976_m1), Runx3 (Hs00231709_
m1), all of them obtained from Applied Biosystems. Glyceraldehyde 3-phos-
phate dehydrogenase (Pre-Developed TaqMan) was used as endogenous con-
trol. All PCR reactions were set in duplicates using the TaqMan Gene
Expression Master Mix (Applied Biosystems) according to the manufacturer’s
instructions. Amplifications, detections, and analyses were performed in
a 7.900HT Fast Real-time PCR System (Centro de Geno´mica, Complutense
University, Madrid, Spain). The DCt method was used for normalization to
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase mRNA.
Flow cytometry
The following monoclonal antibody (mAb) conjugated with fluorescein iso-
thiocyanate (FITC), phycoerythrin (PE), phycoerythrin-Cy5 or allophycocyanin
were used for flow cytometric analysis: CD40 (5C3), CD80 (BB1), CD83
(HB15e), CD86 (IT2.2), PD-L1/CD274 (29E.2A3) and PD-L2/CD273
(24F.10C12) from BD Biosciences (San Jose´, CA, USA) and BioLegend (San
Diego, CA, USA). Two-, three- and four-color immunofluorescence stainings
were performed by incubating the cells in phosphate-buffered saline containing
1% of fetal calf serum and 0.1% of NaN3 in the presence of saturating amounts
of fluorochrome-conjugated antibodies for 30 min at 4 1C. For the intracellular
stainings, and according to the manufacturer’s instructions, cells were treated
with Cytofix/Cytoperm solution (BD Biosciences) for 20 min at 4 1C, washed
with Perm/Wash buffer (BD Biosciences), and stained with PE-conjugated anti-
human Bcl-2 mAb (BD Biosciences), anti-human Bcl-XL mAb (Chemicon,
Temecula, CA, USA), anti-human Bax Ab (BD Biosciences), followed by
fluorochrome-conjugated, multiadsorbed F(ab¢)2 fragments of donkey anti-
mouse or anti-rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove,
PA, USA), all diluted in Perm/Wash buffer. To detect phosphorylated Smad-1,
cells were fixed with BD cellFIX (BD Biosciences) for 30 min at 41C to enable
a phosphorylation-state analysis. Then, cells were washed with phosphate-
buffered saline, permeabilized by 30 min incubation on ice with BD Phosflow
Perm Buffer III (BD Biosciences) and stained with anti-human phospho-
Smad1 (Ser463/Ser465; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)
followed by fluorochrome-conjugated, multiadsorbed F(ab¢)2 fragments of
donkey anti-rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories), all diluted
in phosphate-buffered saline. As a negative control, cells were incubated with
antibodies pre-absorbed with the blocking peptide (Santa Cruz Biotechnology),
following manufacturer’s instructions. Analyses were conducted in a FACSCa-
libur flow cytometer (BD Biosciences) from the Centro de Microscopı´a y
Citometrı´a, Complutense University of Madrid.
Apoptosis assays
Immature and mature DCs were cultured in AIM-V alone or supplemented
with different doses of rhBMP4. After 36 h, the proportion of apoptotic cells
was determined by staining with Annexin-V-FITC (BD Biosciences), according
to the supplier’s instructions. Cells were analyzed on a FACSCalibur flow
Figure 6 Runx expression is induced on BMP treatment. (a) Quantitative
reverse transcriptase-PCR analysis of the BMP-induced upregulation of
Runx1, Runx2 and Runx3 mRNA levels. Immature DCs were cultured for 1 h
in the absence (gray bars) or presence (white bars) of BMP4. Expression was
normalized to that of glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase. Results
are representative of three independent experiments. (b) Quantitative reverse
transcriptase-PCR analysis of Runx expression in immature and mature DCs.
Bars represent mean±s.d. of six independent experiments. CTRL, control.
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cytometer (Centro de Microscopı´a y Citometrı´a, Complutense University) and
gated according to forward scatter, side scatter, and their ability to exclude
propidium iodide. Apoptotic cells were defined as annexin-V-positive cells in
the propidium iodide-negative population.
Mixed lymphocyte reaction assays
Immature and mature DCs were used at different numbers as stimulators for
resting allogeneic T cells (2105) isolated from peripheral blood. The cultures
were performed in 96-well flat-bottom culture plates, using RPMI 1640
supplemented with 10% of fetal calf serum (Invitrogen). After 5 days, the
cultures were pulsed for 12 h with 10mM 5-bromo-2¢-deoxyuridine (BrdU).
A specific kit from Roche Diagnostics (Barcelona, Spain), BrdU Labeling and
Detection Kit III, was used to measure BrdU incorporation into newly
synthesized DNA, as previously described.32 Briefly, the labeling medium was
removed, and cells were dried (2 h at 60 1C), fixed in ethanol in HCl (0.5 M) for
30 min at 20 1C, treated with nucleases (30 min at 37 1C), and then incubated
with peroxidase-conjugated Fab fragments of mouse anti-BrdU (30 min
at 37 1C). The peroxidase reaction was developed with ABTS (2,2’-azinobis
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)-diammonium salt) substrate, and the
sample absorbance was measured using an ELISA (enzyme-linked immuno-
sorbent assay) reader (ELX800MB, Bio-Teck Instruments, VT, USA) at 405 nm
with a reference wavelength at 492 nm.
Cytokine measurements
Culture supernatants of immature DCs were harvested after 36 h of culture in
the presence or absence of BMP4. The concentrations of IL-8 and TNF-a were
determined by ELISA (BioLegend). The levels of IL-1b, IL-6, IL-10 and IL-12
were measured using the human Cytometric Bead Array Flex Set system
(BD Biosciences) according to the manufacturer’s instructions, using a FACS-
Calibur flow cytometer (Centro de Microscopı´a y Citometrı´a, Complutense
University). Culture supernatants from mixed lymphocyte reaction assays were
collected after 6 days of culture and the concentrations of interferon-g, IL-4,
IL-10 and IL-12 were determined by ELISA (BioLegend).
Statistical analysis
The Student t-test was used for statistical analysis. Values of Pp0.05 (*),
Pp0.01 (**) and Pp0.001 (***) were considered to be statistically significant.
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RESUMEN
Las Proteínas Morfogenéticas Óseas (BMPs) desempeñan un papel clave
durante la embriogénesis y organogénesis de vertebrados, y también se ha
descrito que llevan a cabo diversas funciones en tejidos adultos con capaci-
dad auto-renovadora. Varios trabajos han demostrado que distintas BMPs
están implicadas en el control de la proliferación de diferentes tipos celula-
res hematopoyéticos. En este estudio nosotros evidenciamos que las células
T CD4+ periféricas de ratón expresan los tres tipos de receptores tipo I de
BMP (BMPRIA, BMPRIB, ActRIA), y que la proporción de células T que expre-
san los receptores para BMPs incrementa notablemente tras estimulación con
anticuerpos anti-CD3 y anti-CD3 más anti-CD28. La vía de señalización BMP
es funcional en estas células T CD4+ periféricas puesto que al cultivarlas en
presencia de BMP4 se incrementan los niveles de Smad1 fosforilada. Ade-
más, nuestros resultados demuestran que la adición de BMP2 y BMP4 duran-
te la estimulación con anti-CD3/CD28 modula de manera diferencial la pro-
liferación de las células T CD4+. En conjunto, los resultados indican que la
vía de señalización BMP juega un papel en las respuestas de células T.
PALABRAS CLAVE: Proteínas morfogenéticas óseas / Linfocitos T / Pro-
liferación celular.
ABSTRACT
Bone morphogenetic proteins (BMPs) play a key role during verte-
brate embryogenesis and organogenesis, and have also been described to
function in self-renewing tissues in adults. Several reports have demons-
trated that distinct BMPs are involved in the control of the proliferation
of different hematopoietic cell types. In this study, we provide evidence
that murine peripheral CD4+ T cells express the three type I BMP recep-
tors (BMPRIA, BMPRIB, ActRIA), and the proportions of BMP-expres-
sing T cells increases notably after both anti-CD3 and anti-CD3/CD28 sti-
mulation. The BMP signalling pathway is functional in peripheral CD4+
T lymphocytes since the culture of CD4+ T cells in the presence of BMP4
increases the levels of phosphorylated Smad1. In addition, our results
show that the addition of BMP2 and BMP4 during anti-CD3/CD28 sti-
mulation differentially modulates the proliferation of CD4+ T cells. Alto-
gether, the data indicate a role for the signalling pathway of BMP in T cell
responses.
KEY WORDS: Bone Morphogenetic Proteins / T cells / Cell Proliferation.
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INTRODUCTION
Bone morphogenetic proteins (BMPs) are secreted
signalling proteins, which form a subgroup of the TGF-β
superfamily(1). BMPs initiate signalling by binding to a
heteromeric complex constituted by type I and type II
serine/threonine kinase receptors. Type II receptors are
constitutively active kinases, which transphosphorylate
type I receptors upon ligand binding. Type I receptors
activate intracellular substrates by phosphorylation, and
thus determine the specificity of intracellular signals. The
main BMP receptors are constituted by the combination
of type II BMP receptor (BMPRII) and the following
type I receptors: type IA BMP receptor (BMPRIA)/ALK-
3, type IB BMP receptor (BMPRIB)/ALK-6, and type IA
Activin receptor (ActRIA)/ALK-2(2-6). BMP signal
transduction to the nucleus is mediated by proteins of the
Smad family. 
Specifically, Smad1, Smad5 and Smad8 (also called
BMP receptor-regulated Smads or BR-Smads) are
phosphorylated and activated by type I BMP receptors.
BR-Smads then form complexes with Smad-4, which
translocate into the nucleus where they regulate gene
expression(5-7). In addition to this canonical Smad-dependent
signalling pathway, BMP receptors may activate a non-
canonical Smad-independent pathway leading to
phosphorylation of p38(8).
BMPs were originally identified by their ability to
induce ectopic cartilage and bone formation(9). Nevertheless,
it has been shown that BMPs also regulate cell proliferation,
differentiation and apoptosis during embryogenesis(10),
and also in adult self-renewing tissues, such as the
hematopoietic and immune systems. Different BMPs have
been demonstrated to participate in the control of the
expansion and differentiation of hematopoietic precursor
cells, in synergy with several cytokines(11-13). BMP6 inhibits
the growth of human B cell progenitors and mature B
lymphocytes(14,15), and several BMPs have been shown to
have anti-proliferative and pro-apoptotic effects in multiple
myeloma cells(16,17). We and others have demonstrated the
expression of BMP2 and BMP4 in the thymus, where these
BMP ligands are involved in regulating proliferation,
survival and differentiation during early T-cell
development(18-20).
The expression of BMP receptors has been reported in
lymphoblastoid cell lines as well as in the Jurkat TAg
cell line, whose proliferation is inhibited in the presence
of BMP6(21,22). We describe in this study the expression of
functional BMP receptors in peripheral murine CD4+ T
lymphocytes and the modulation of T cell proliferation by
BMP2 and BMP4.
MATERIALS AND METHODS
Mice
Young adult BALB/c mice (4-6 weeks old) were purchased
from Harlan Ibérica (Barcelona, Spain) and maintained
under pathogen-free conditions. Experiments were performed
according to institutional guidelines and were approved by
the Complutense University Ethical Committee for Animal
Experimentation.
Flow cytometry
The following mAb conjugated with FITC, PE, Cychrome
or APC were used for flow cytometric analysis: CD4 (RM4-
5), CD25 (PC61), and CD69 (H1.2F3) from BD Biosciences
(San José, CA). The extracellular domains of BMP receptors
were detected with PE-conjugated anti-BMPRIA (E-16) and
anti-BMPRIB (N-17) antibodies (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA), FITC-conjugated anti-BMPRIA antibodies
(R&D Systems, Minneapolis, MN), and unconjugated anti-
ActRIA antibodies (R&D Systems), followed by fluorochrome-
conjugated, multiadsorbed F(ab’)2 fragments of donkey anti-
goat IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories; West
Grove, PA). Two- and three-color immunofluorescence
stainings were performed by incubating the cells in PBS
containing 1% FCS and 0.1% NaN3 in the presence of
saturating amounts of fluorochrome-conjugated antibodies
for 30 min at 4°C. For the intracellular stainings of
phosphorylated Smad1, and according to the manufacturer’s
instructions, cells were treated with Cytofix/Cytoperm
solution (BD Biosciences) for 20 min at 4°C, washed with
Perm/Wash buffer (BD Biosciences), and stained with anti-
phospho-Smad1 (Ser463/Ser465) (Santa Cruz Biotechnology)
followed by fluorochrome-conjugated, multiadsorbed F(ab’)2
fragments of donkey anti-rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch
Laboratories), all diluted in Perm/Wash buffer. Analyses
were conducted in a FACSCalibur flow cytometer (Centro
de Microscopía y Citometría, Complutense University of
Madrid).
Proliferation assays
Naive CD4+ T cells were isolated from lymph nodes
by magnetic sorting using a negative selection protocol
(Miltenyi Biotech, Bergisch, Germany). Isolated CD4+ T cells
(1-2 x105) were cultured in 96-well flat-bottom culture plates
in AIM-V serum-free medium (Invitrogen, Grand Island,
NY) and stimulated with immobilized anti-CD3 (3 μg/ml)
with or without anti-CD28 (1 μg/ml) mAb (BD Biosciences).
In some cultures different doses (1-300 ng/ml) of rhBMP4
(R&D Systems) and rhBMP2 (RDI Research Diagnostics,
Flanders, NJ) were added. At different time points, cultures
were pulsed for 12 h with 10 µM 5-bromo-2'-deoxyuridine
(BrdU). A specific kit from Roche Diagnostics (Barcelona,
Spain), BrdU Labeling and Detection Kit III, was used to
measure BrdU incorporation into newly synthesized DNA.
Briefly, the labeling medium was removed, and cells
were dried (2 h at 60 °C), fixed in ethanol in HCl (0.5 M) for
30 min at -20°C, treated with nucleases (30 min at 37°C),
and then incubated with peroxidase-conjugated Fab fragments
of mouse anti-BrdU (30 min at 37°C). The peroxidase reaction
was developed with ABTS substrate, and the sample
absorbance was measured using an ELISA reader (ELX800MB,
Bio-Teck Instruments, VT) at 405 nm with a reference
wavelength at 492 nm.
RESULTS
Expression of a functional BMP signalling pathway 
in peripheral CD4+ T cells
To determine whether murine CD4+ T cells are targets
for BMP, the cell surface expression of BMP receptors was
analyzed by flow cytometry. As shown in Figure 1A, about
6-8% of naive resting CD4+ T cells expressed the three type
I BMP receptors, BMPRIA, BMPRIB and ActRIA. Next,
naive CD4+ T cells were isolated from lymph nodes, stimulated
with immobilized anti-CD3 mAb with or without anti-CD28
mAb, and the BMP receptor expression was analyzed at
different time points. Figure 1B shows that both anti-CD3
and anti-CD3/CD28 stimulations induced a similar up-
regulation of BMP receptor expression. Activated CD4+ T
cells up-regulated BMPRIA expression at 72 h, whereas
BMPRIB and ActRIA expression was clearly up-regulated
at 48h, increasing the proportion of positive cells at 72 h
(Figure 1B). After 48 h of stimulation, BMP receptor-bearing
T cells mostly express CD69, and about 60% express CD25
(data not shown). 
To demonstrate that the BMP signalling pathway is active
in CD4+ T cells, we studied the effect of BMP addition on
Smad1 phosphorylation. Smad1 is a receptor regulated Smad,
directly phosphorylated and functionally activated by the
BMP receptor upon ligand binding(23). The levels of
phosphorylated Smad1 notably increased when CD4+ T cells
were cultured in the presence of BMP4 after stimulation with
anti-CD3/CD28 mAb for 48 h (Figure 1C). In addition, we
showed that the expression of phosphorylated Smad1 was
associated with activated CD4+ CD25+ T cells (Figure 1C).
BMP influences CD4+ T cell proliferation
Given that the BMP signalling pathway is functionally
active in peripheral CD4+ T cells and has been also involved
in regulating the proliferation of several cell types(11,12,14-17,22),
we investigated whether BMP signalling modulates CD4+
T cell proliferation. Naive peripheral CD4+ T cells were
Figure 1. Peripheral CD4+ T cells express functional BMP receptors. A) Dot
plots show the expression of CD4 vs type I BMP receptors (BMPRIA, BMPRIB
and ActRIA) on murine lymph node cells. B) CD4+ T cells were isolated from
lymph nodes, and stimulated with anti-CD3 or anti-CD3 plus CD28 mAb
for 24, 48 and 72 h. Black histograms show the expression of BMPRIA, BMPRIB
and ActRIA on activated T cells. Grey lines indicate background staining. The
percentages of positive cells are shown in each histogram. C) Isolated CD4+ T
cells were stimulated with CD3/CD28 mAb for 48 h and after cultured in the
absence (black lines) or presence (solid histograms) of BMP4 (100 ng/ml) for
two more hours. The expression of CD4, CD25 and phosphorylated Smad1 was
then analyzed. Grey lines indicate background staining.
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isolated and stimulated with anti-CD3/CD28 mAb for 48
and 72 h in the presence of different doses of BMP4 and
BMP2, which we have previously shown that play an
important role in T-cell differentiation in the murine thymus(20).
Interestingly, the effects of the addition of BMP4 and BMP2
on CD4+ T cell proliferation were different. Low doses of
BMP4 decreased the proliferative rate of CD4+ T lymphocytes,
whereas the addition of medium to high doses of BMP4
significantly stimulated the proliferation over control values
(Figure 2). On the contrary, the presence of medium BMP2
doses drastically inhibited the proliferative response of CD4+
T cells, whereas the addition of low and high doses of BMP2
hardly affected T-cell proliferation (Figure 2).
DISCUSSION
In this study we report the expression of a functionally
active BMP signalling pathway in murine peripheral CD4+
T cells. Low numbers of naive CD4+ T cells express BMP
receptors but the proportions of BMP receptor-expressing
T cells increase notably after anti-CD3 and anti-CD3/CD28
stimulation. The increase in the levels of phosphorylated
Smad1 after short-term culture with BMP4 demonstrates
that the BMP pathway is functional in peripheral CD4+ T
lymphocytes. In agreement with our results, de la Peña et
al.(21) reported the expression of functional BMP receptors
in lymphoblastoid cell lines established from human
peripheral blood mononuclear cells. Likewise, Sivertsen
et al.(22) showed that human Jurkat TAg cells as well as
human peripheral blood CD4+ T cells, mostly with a
CD45RO+ memory phenotype, express BMP receptors, and
BMP6 stimulation of these cells led to Smad1/5/8
phosphorylation. However, the composition of the active
BMP receptor complex expressed by T cells remains
controversial. Our data indicate that the three type I BMP
receptors are expressed similarly in both naive and activated
CD4+ T lymphocytes, whereas BMPRIA is the main type
I BMP receptor expressed by lymphoblastoid cell lines(21)
and ActRIA is largely expressed in Jurkat TAg cells and
human peripheral blood CD4+ T cells(22). A differential BMP
receptor expression in distinct T cell subpopulations and
species-specific differences could account for the discrepancy
between these results.
Our results indicate that the BMP signalling pathway
plays a role in peripheral T lymphocytes mainly after activation
via CD3/TCR, influencing, at least, T cell proliferation.
Different reports have demonstrated that BMP ligands have
the ability to modulate the proliferation of several hematopoietic
cell types such as thymocytes(18-20), B lymphocytes(14, 15),
hematopoietic stem cells(11-13) and Jurkat TAg cells(22).
Figure 2. BMP2 and BMP4 influences CD4+ T cell proliferation. Isolated CD4+ T lymphocytes were stimulated with anti-CD3/CD28 in the absence or presence
of different doses (1-300 ng/ml) of BMP2 and BMP4. After 48 and 72 h, T cell proliferation was analyzed by measuring BrdU incorporation into newly synthesized
DNA, as described in Materials and Methods. Bars represent the mean (± SD) of three to four independent experiments (*, p ≤ 0.05; ***, p ≤ 0.001, by t test).
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An interesting finding derived from this study is that
BMP2 and BMP4 ligands differentially modulate T cell
proliferation. BMP2 and BMP4 normally induce similar
cellular responses(24, 25), but differential effects of different
doses of BMP4 compared with BMP2 have been also reported
on human hematopoietic stem cells(11). Bathia and collaborators
explained those results according to the possible existence
of different cell subpopulations expressing different BMP
receptors and/or regulatory intracellular molecules(11). Since
both canonical (Smad mediated) and non-canonical (p38
MAPK mediated) BMP signalling pathways have been
described to function in T cells(21,22), an alternative explanation
is that BMP2 and BMP4 could differentially trigger the Smad
and non-Smad-dependent signalling pathways leading to
distinct cell responses, as reported in other cellular systems(26,27).
In summary, we show that the BMP pathway is functional
in peripheral murine CD4+ T cells. Furthermore, the expression
of BMP receptors mainly in activated T cells and the BMP
modulation of T cell proliferation suggest that BMP signalling
is a physiological component of CD4+ T cell responses.
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